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Introduction générale

INTRODUCTIO GENERALE

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brillante actualité malgré son
ancienneté et les développements exponentiels de domaines tels que la biotechnologie et la
chimie computationnelle. Cela tient principalement au fait que le régne végétal est une source
présumée inépuisable d’une immense variété de médicaments potentiels, tout en étant
accessible au plus grand nombre, y compris dans les pays en voie de développement. De plus
cette science évolue et s’affine sans cesse avec 1’amélioration des instruments d’investigation
(méthodes préparatives et analytiques, tests de dépistage d’activité) et de 1’acces a

I’information scientifique.

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale, Méditerranéenne, semi-aride
et désertique. Cette flore estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botanique. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable
(15%) d’especes endémiques. Ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse

inestimable [1].

La willaya de Saida (ouest Algérie)couvert elle-méme une biodiversité immense, mais
malgré ca, il y a eu peu d’efforts consacrés aux enquétes ethnobotaniques aupres des
herboristes et la population qui visent au recensement des plantes médicinales qui les en
englobe cette région ainsi qu’au développement des agents thérapeutiques qui pourraient étre

classés comme des médicaments.

Devant cette rareté d’informations sur les plantes médicinales disponibles a Saida et a la
recrudescence de I’efficacité et spectre d’activité des médicaments contre une grande variété
d’espéces bactériennes et fongiques responsables des infections nosocomiales, la nécessité de

la recherche de nouvelles molécules actives est impérativement indispensable.

Dans ce cadre la, nous nous somme intéressés a la valorisation et 1’exploitation de deux
plantes médicinales de la région de Saida, il s’agit de Ruta Montana L (Fidjel) et Pistacia
lentiscus L. (Darou).




Introduction générale

Ce mémoire s’articule principalement en deux parties :
v Premiere Partie : Synthése bibliographique

Cette partie comporte deux chapitres :
- Le premier chapitre rassemble des généralités sur les plantes médicinales ainsi qu’une

description de la famille botanique des deux espéces Ruta Montana L et Pistacia lentiscus L

- Le second chapitre est consacré aux métabolistes secondaires.

v Deuxieme Partie : Partie expérimentale
Cette partie regroupe deux chapitres :
- Le premier chapitre décrit le matériel et les protocoles expérimentaux utilisés pour I’obtention
des différents extraits des deux plantes ainsi que ceux adoptés pour 1I’étude phytochimique.
- Le second chapitre est consacré a la présentation et a ’interprétation des différents résultats

expérimentaux obtenus.

La méthode du travail, que nous avons adoptée, est basée sur une action
pluridisciplinaire, visant la valorisation de la matiére végétale. Cette méthode permet de relier
les éléments d'information apportés par les botanistes au travail des chimistes et des

biologistes.
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Chapitre I : Généralités sur les plantes médicinales

I.1.Les plantes medicinales

1.1.1.Généralité

De puis des milliers d’années, I’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature pour
traiter et soigner des maladies ,I’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et
connait actuellement une région d’intérét au prés du public, selon 1’organisation mondial de la
santé environ 65-80% de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour
satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de pauvreté et du manque d’acces a
la médicine moderne [2].

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’élaboration des médicaments non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisées directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiére premiére pour la
synthese de médicaments ou comme modele pour les composés pharmaco logiquement actif.
Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environs
170000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plante [3].

Les plantes médicinales sont un patrimoine précieux de I’humanité, en particulier pour la
plupart des communautés pauvres des pays en développement. Leurs principaux soins
médicinaux. Elles utilisent la plupart des espéces végétales, y compris les plantes ligneuses et
les herbes. Croire que n’importe quelle plante peut étre guérie.

Plus de 80% des populations africaine utilise des médicaments et des pharmacopées
traditionnelles pour résoudre des problémes de sante, et le continent africain dispose d’une
gamme trés diversifiée de plantes medicinales. En effet, parmi les 300.000 plantations
recensées sur terre, plus de 200.000 especes vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et ont
une valeur médicinale.

Dans les pays en développement dépourvus d’un systéme médical moderne, les plantes
médicinales sont toujours la source de soins médicaux [4].
1.1.2. Définition de plante médicinale

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques, cela
signifie qu’au moins une de ses parties peut étre employée dans le but de soigner.

Leur efficacite reléve de leurs composés, tres nombreux et trés varié en fonction des espéces,
et qui presentent des effets thérapeutiques deférents, exemples : 1’absinthe (troubles de la

digestion) ; le lin (constipation) [5].
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1.1.3.Domaines d’application

Les substances naturelles issues des végetaux ont des intéréts multiples mises a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composées on
retrouve, dans une grande mesure, les métabolites secondaire qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelle, ou des
matieres premiéres pour la semi-synthese [6]. Ces produits sont utilisés en médecine
conventionnelle en tant que médicaments pour I’homme : en urologie, dermatologie, toux,
ulcéres d’estomac, désordres nerveux et pour les systéemes cardiovasculaires .Quant aux
maladies du stress, des activités antioxydants ont été prouvées avec le thé noir, le thé vert le
cacao qui sont riches en composes phéenolique.

En cosmétique, de nombreux produits de beauté, parfum et articles de toilettes et
produits d’hygiéne sont a base de plantes. Domaine de 1’alimentation, les épices et les herbes
aromatiques utilisées sont pour une bonne part responsable des plaisirs de la table, considéré
comme condiment et aromates, la popularité des épices et herbes aromatiques a été reste tres
lice a leur propriétés organoleptiques.

1.1.4. Phytothérapie

La phytothérapie est une branche de la médecine qui repose essentiellement sur les
usages thérapeutique des plantes dites « médicinales ». Les herbes consommées sous
différentes formes peuvent traiter ou soulager diverses maladies mineures .En plus des soins
médicaux appropriés, ils sont également utilises [7].
1.1.4.1. Les avantages de la phytothérapie
v Une médicine totalement naturelle ;

v Alternative aux médicaments « lourds » des laboratoires pharmaceutiques ;

v Peu d’effets secondaires

v Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car elles sont
utilisees dans la fabrication des medicaments plus efficaces pour traiter des malades
graves.

1.1.4.2.Les inconvénients de la phytothérapie

Certaines plantes peuvent s’avérer dangereuses (allant jusqu’a provoquer la mort) mais elles

ne seront jamais prescrites, méme a de faibles doses. Parmi les risques rencontrés face a face a

cette discipline, on peut citer :

v Surdosage ;

v Allergie ;
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v Contaminations par des toxiques divers (métaux lourds, micro-organismes) ;
v' Interaction avec d’autre plantes ou traitement en particuliers allopathique ;
v’ Présence d’une substance allopathique dans la préparation ;
v" Modification des doses absorbées [8].
I.1.5. Modes de préparation des plantes médicinales
1.1.5.1. ’infusion

L’infusion est le mode de préparation le plus simple et plus courant. Les vertus
médicinales de la plupart des plantes sont contenues dans leurs huiles essentielles qui
s’évaporent, pour cela pour réaliser I’infusion, il faut verser de I’eau chaude sur la drogue
réduite en poudre ou fragmentée dans un récipient muni d’un couvercle, et de la laisser
infuser 5 a2 10 mn puis on filtre. L’infusion convient pour la pluparts des drogues en feuilles,

fleurs et tiges [2,5].

Figure 1.1. Infusion

1.1.5.2. La macération
Consiste a maintenir en contact de la drogue avec un solvant a température ambiante
pendant une durée de 30 minutes a 48 heures. Cette méthode permet une extraction douce des

principes actifs, surtout lorsqu’ils sont thermolabiles [9].

Figure 1.2. Macération
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1.1.5.3. La décoction

Pour extraire les principes actifs des racines, de 1’écorce, des tiges et de baies, il faut
généralement leur faire subir un traitement plus énergétique qu’aux feuilles ou aux fleurs. Une
décoction consiste a faire bouillir dans de 1’eau les plantes séchées ou fraiches, préalablement
coupées en petits morceaux, puis a filtrer le liquide obtenu (le décocté). On peut la

consommer chaude ou froide [9].

Figure 1.3. Décoction.

1.1.5.4. Poudre

IIs sont fabriqués par broyage de plantes séchées, ou leurs parties actives, a I’aide d’un
moulin ou d’un mortier. Ces poudres peuvent étre utilisées pour faire des extraits, préparer
des capsules, diluer avec de 1’eau ou mélanger avec de la nourriture. Ils peuvent étre
appliqués sur la peau comme du talc, ou mélangés a des teintures pour faire un pansement,

mélangé avec de la pommade pour traiter les hémorroides et les varices [10].

Figure 1.4. Poudre
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1.1.5.5. Sirops
Le miel et le sucre non raffiné sont des conservateurs efficaces qui peuvent étre

mélanges a des extraits de plantes (infusion, décoction et teintures) pour donner des sirops. lls
ont en outre des propriétés adoucissantes, ainsi la saveur sucrée des sirops permet de masquer
le mauvais golt de certaines plantes, de maniére a ce que les enfants les absorbent plus

volontiers. Comme par exemple un sirop a base de citron et de fenouil [5,10].

Figure 1.5. Sirop
1.1.5.6. Crémes
Les cremes sont des émulsions préparées a I’aide de substances (1’huile graisses.) et de
préparation des plantes (infusion, décoction, teinture, essences, poudres) [11].
Contrairement aux onguents, les crémes pénétrent dans 1’épiderme. Elles ont une action
adoucissante, tout en laissant la peau respirer et transpirer naturellement. Cependant, elles se
dégradent tres rapidement et doivent donc étre conservéesa 1’abri de la lumiére, dans des pots

hermétiques placés au réfrigérateur [12].

Figure 1.6. Crémes
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1.2. Investigation botanique et ethnopharmacologique des plantes étudiées

Les plantes étudiées ont été choisies en fonction de leur emploi trés fréquent en Algérie
en générale et a Saida en particulier.
1.2.1. Ruta Montana L

La Ruta est communément appelée "fidjel" et est une plante annuelle de la famille des

Rutacées qui a longtemps été utilisée a des fins de guérison et de cuisine. C'est une plante
aromatique du pourtour méditerranéen [13]. Il vit a I'état spontané ou physique dans presque
les régions arides de France, d’Europe du Sud et d'Afrique du Nord. En Algérie, il est plus
fréquent dans les zones montagneuses [14], atteignant une hauteur de 1 m, fleurissant de mai a
juin. La plante dégage une odeur trés forte et désagréable et le golt de ses feuilles est tres
amer. La famille des Rutacées a été décrite pour la premiere fois par Durand en 1782 [15]. Il

comprend prés de 1500 espéces réparties en environ 150 genres (figure 1.7).

Figure 1.7. Ruta Montana L

1.2.1.1. Le nom commun de cette plante

» Arabe : Fidjel, Fidjela el djebeli

Francais : Rue des montagnes

Anglai : Mountain Rue

Espagnole : Ruda de muntanya, Rudamontesina

Italien : Ruta Montana

YV V V VYV V

Allemand : Bergraute




Chapitre I : Généralités sur les plantes médicinales

1.2.1.2. Classification systéematiques
Régne : Végetal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Dialypétales
Série : Disciflores
Sous série : Diplostémone
Famille : Rutacées
Sous famille : Rutoidées
Genre : Ruta
Espéce : Ruta Montana L
1.2.1.3. Description botanique
Ruta Montana appelée communément rue des montagnes est un arbrisseau de la famille
des Rutaceae, du genre Ruta. C'est une plante méditerranéenne semi arbustive, de 40 cm a un
métre de haut environ, trés ramifiée et ligneuse a la base [16,17].
a) La partie aérienne
. Tiges : Droites, cylindriques, trés rameuses, glabres et glauques de 2 a 5 pieds de

hauteurs.

Figure 1.8.Tiges
« Feuilles : Pétiolées, alternes, éparses, composées, d’un vert glauque, a folioles

ovalesobtuses, épaisses, légerement dentées sur les bords ou entieres.

Figure 1.9. Feuilles
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« Fruits : Des capsules globuleuses a lobes arrondies et pédoncule court (4 mm) et se
terminent par 4 ou 5 lobes arrondis, apparents ; libérant & maturité de petites
graines noiratres [17].

« Graines: Réniformes, a embryon renfermé dans un albumen charnu [17].

« Odeur : nauséabonde et saveur chaude et amere.

« Fleurs : Jaunes, a cing pétales concaves qui renferment dix étamines bien plus
longues que les pétales et terminées par des anthéres presque ronds, pédonculées en

corymbe terminal [17,18].

R N

Figure 1.11. Graines

Figure 1.12. Fleurs

b) Partie souterraine

. Racines : Blanches, fibreuses et a nombreuses radicules [18].

Figure 1.13. Racines
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1.2.1.4. Distributions géographique en Algérie

La rue pousse spontanément dans les roches des régions arides, anciennes murailles,
collines seches, et riches en calcaire de la région méditerranéenne. 1l existe dans les rocailles,
les paturages et les pelouses des montagnes depuis l'intérieur des terres jusqu'a I'Atlas du
Sahara [19].

1.2.1.5. Activité pharmacologique de Ruta Montana L

Ruta Montana L. est utilisé comme médicament médicinal en Algérie, Poudre rougeur,
antispasmodique, arythmie [20]. La fievre chez les enfants est comme un médicament abortif,
mais soyez trés prudent car Effets toxiques dus a la présence de flavonoides [21].
L'huile essentielle de Ruta Montana L. a un potentiel et une activité antioxydants et un agent

antibactérien [22].

1.2.1.6. Utilisation de Ruta Montana L en médecine traditionnelle

La Ruta Montana est une excellente plante a des fins curatives, les parties les plus
couramment utilisées sont les feuilles et les racines. Cette plante est utilisée dans différentes
préparations, a savoir décoction, infusion et trempage ; de plus, son huile essentielle a
également une valeur médicinale. Une pincée pendant une semaine est la dose la plus

recommandée pour éviter une éventuelle intoxication [23].

a) Pour ’usage externe
Comme emmeénagogue puissant pour les régles douloureuses, les accouchements
difficiles et a doses fortes comme abortif et comme aphrodisiaque. Pour les affections
respiratoire séveres, les gastralgies, les troubles intestinaux, les spasmes, la goutte, épilepsie,
les trouble nerveux, la paralysie et comme vermifuge. En injection vaginales comme abortif,

en lavements comme anthelminthique.

b) Pour I’usage externe
La décoction dans 1’huile, en friction, soulage les rhumatismes, les courbatures et
appliquée sur la peau a la réputation d’améliorer le vitiligo et le psoriasis L’infusion en
collyre est employée contre les ulcérations de la cornée en gouttes auriculaires pour les otites
et les bourdonnements d’oreille par voie nasale les gouttes traitent 1’ozéne. Ainsi que les

fievres et les vomissements du nourrisson et du jeune enfant.
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1.2.1.7. Composition chimique de Ruta Montana

La rue est une plante médicinale qui contient plus de 120 composés chimique tels que
les alcaloides, coumarines, huile essentielle, flavonoide, glucides furoquinolines et un peu de
tanins repartis sur différentes parties de la plante (les racines, les feuilles et les fleurs),
beaucoup de ces composés a une activité¢ biologique, par exemple I’huile essentielle a effet
répulsif des insectes et les alcaloides, coumarines a des propriétés bactéricide [23].
1.2.1.8. La toxicité de Ruta Montana L

La furanocomarine et les huile essentiel de Ruta Montana peuvent provoquer des
maladies graves. La furanocomarine (psoralene) est phototoxique. Ils provoquent une
dermatite aigué semblable a des brdlures au premier ou au deuxieme degré en touchant les
feuilles blessées puis en étant exposés au soleil. Deuxiemement, la peau conservera une
hyperpigmentation, qui durera longtemps. Cette réaction phototoxique est exacerbée par
I'numidité [25].Ce qui est plus grave, c'est qu'apres digestion et absorption, ces coumarines
sont toxiques pour les reins et le foie, voire cancérigénes, car elles modifient les acides
nucléiques et endommagent le génome [24].

Les huiles essentielles peuvent provoquer une contraction des muscles utérins et des
saignements utérins. Les signes d'intoxication de rue commencent par des maladies dusystéme
digestif (douleurs, vomissements, salivation excessive), suivis de signes de choc
(hypotension, problémes cardiaques) et méme de convulsions. Dans le méme temps, des
saignements geénitaux peuvent étre observés. Par la suite, selon la gravité de
I'empoisonnement, une insuffisance rénale et hépatique peut survenir, entrainant la mort. Il
n'existe pas d'antidote aux intoxications de rue (Ruta montana, Ruta Gravelons ou Ruta
chalepensis) [24].

L’empoisonnent par la rue est en général volontaire pour provoquer un avortement. Il
faut rappeler que lI'avortement est le plus souvent interdit en Amérique du sud.. Les femmes
enceintes doivent éviter de consommer des extraits de rue méme en petite quantité car des

études sur I'animal ont montré que des extraits rue provoquent des malformations feetales.

W ﬁ'ﬁ;”’; I
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Figure 1.14.Toxicité
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1.2.2. Pistacia lentiscus L

Le lentisque, ou Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.), est un arbrisseau du genre

Pistacia appartenant a la famille des Anacardiaceae qui comprend environ 70 genres et plus

de 600 especes (figure 1.15).

Figure | .15. Pistacia lentiscus L

1.2.2.1. Noms de la plante

Pistacia lentiscus L, Pistachier lentisque, Lentisque, Arbre au mastic .On 1’appelle aussi

arbre a mastic car sa s¢ve est utilisée pour la réalisation d’'une gomme a odeur prononcée. Le

nom pistachier vient du grec Pistake. Le nom lentisque vient du latin lentus (visqueux).

Pistacial entiscus synonyme : Lentiscus vulgariscupani.

Nom en espagnol : Lentisco, Charneca

Nom en France : Arbre au mastic, Pistachier lenstique
Nom en Anglais : Mastic Tree, Lentiskn Cyprus lentisque
Nom en Algérie : Darou

Nom en Algérie (Kabyle) : Amadagh.

1.2.2.2. Classification systématiques

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces, Pistacia lentiscus,

Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica [26].

Reégne : Végétal

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Eudicots ou Magnoliopsida
Sous classe : Dialypétales

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia lentiscus L.




Chapitre | : Généralités sur les plantes médicinales

1.2.2.3. Description botanique
Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau de 1 a 3 m de hauteur, sclérophylle, qui se
comporte comme une espéce thermophile, se développant dans des secteurs chauds a basses
altitudes et dans les abrités et ensoleillées a altitudes moyennes (figure 1.15).
» Les feuilles : sont persistantes, paripennées, a 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et

luisantes et le pétiole est nettement ailé. On trouve des pieds males et femelles distincts

(espéce dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai [26].

- X A A\;

Figure 1.16. Feuilles
» Le fruit: est petit et globuleux ,c’est une drupe rouge, puis noire a maturité, en
novembre, comestible, arrondie, d’environ, cinq millimétres qui referment un seul noyau a
une seul graine les fruits du pistachier lentisque sont utilisée pour I’extraction d’une huile
tres recherchée comme médicament contre diverses maladies et utilisés dans le traitement

de le gale, des rhumatismes et de diarrhée [6].

Figure 1.17. Fruits

» L’écorce : rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on

incise I'écorce la plante laisse s"écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.

Figure 1.18. L’écorce
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» Le résine ou « mastic » est obtenu, en été, par I’incision répétée des tiges. La
production peut, de cette facon, atteindre 4 a 5 kg par arbre de couleur jaune clair, irritante,

ce produit résineux transparent émet une odeur balsamique relativement forte [27,28].

Figurel.19. Mastic

> Les branches : Tortueuses et pressées, forment une masse serree.

Figure 1.20. Branches

1.2.2.4. Aires de répartition
Le pistachier lentisque est trés commun dans le bassin méditerranéen, il se trouve a

I’état sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout type de sols, bien qu’il préfere les

terrains siliceux.

Figure 1.21. La répartition géographique de lentisque dans le monde
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Figure 1.22. La répartition géographique de lentisque sur la mer méditerranéenne
1.2.2.5. Utilisation du Lentisque en médecine et en pharmacologie

Les intéréts du lentisque sont nombreux, il est exploité pour la résine qu’il secréte dans
ses tiges, ses feuilles, son bois et ses fruits pour des usages alimentaires, domestique ou
médicinaux. En médicine, le mastic est utilisé comme anti diarrhéique pour les enfants,
antiscorbutique ainsi que sous forme de cataplasme ou pour faire des fumigations et pour le
traitement dentaire pour sous 1’occlusion des dents cariées. La margarine de ses fruits est
efficace pour chasser les gaz de I’hémoglobine.

Les feuilles sont utilisées comme anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, hépato protective, expectorante et cicatrisant [29].

Egalement, les fruits murs du lentisque sont tres efficaces pour le traitement des maladies de
I’estomac et les infections respiratoires [30].

La gomme est utilisée pour la fabrication des parfums et I’huile essentielle est utilisée dans la
fabrication du savon et la préparation des produits de beauté. Tandis que I’huile embaumée est

utilisée a 1’éclairage.

1.2.2.6. Composition chimique
Chez I’espéce Pistacia lentiscus les métabolites secondaires les plus connues sont les

terpénoides, les stérols, les composés phénoliques et leurs dériveés.

a) Les terpénoides : Les feuilles, les fruits, les fleurs et la résine du Lentisque sont riche
en huile essentielle comme : a-pinéne ; limonéne ; B-pinene et B-myrcéne [31].

b) Lesstérols: L’huile fixe de P. lentiscus est caractérisée par la présence de 4
phytostérols majoritaires qui sont le B-sitostérol, le campestérol, le cholestérol et le

stigmasterol [32].
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c) Les composés phénoliques : Les feuilles de P. lentiscus sont caractérisées par leurs
richesses en composes phénoliques. Elles contiennent entre 5 & 7% du gallo tannins a
savoir les dérivés gallolyle Tels que les acides mono, di, et tri-O-gallolyle quinique et
I’acide gallique [33].

d) Les alcaloides : Ils sont présents dans les fruits et absents dans les feuilles et les tiges
[34].

=
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Il existe deux voies de métabolisme chez les végétaux : les metabolites
primaires, et les métabolites secondaires.
11.1. Métabolites primaires
Les molécules constitutives ou permanentes sont directement impliquées dans
les grandes voies du métabolisme basal de la cellule, c’est a dire indispensables a la

survie de la cellule.

0,
o

Les glucides, source d’énergie, paroi cellulaire,

K3

» Les lipides, source d’énergie, membranes cellulaires,

0,
o

Les acides aminés, source primaire de construction des protéines.

[ Métabolites primaires ]

e T ]

11.2. Métabolites secondaires

Représentent toute substance présentes chez un organisme et qui ne participe pas
directement aux processus de base de la cellule vivante par opposition aux métabolites
primaires et dont la nature et la teneur peuvent étre modifiées par des facteurs
abiotiques, facteurs environnementaux spatiaux (exposition, altitude, climat, ...) ou
temporels (saison, age, ...), et les molécules induites par des facteurs abiotiques, telles
les phytoalexines excitées par la présence d’un pathogene. Chez les végétaux, ces
composés secondaires regroupent des dizaines de milliers de molécules différentes
classées en familles chimiques telles que les polyphénols, les terpenes, les alcaloides
etc. Outre leur tres grande diversité chimique, ces métabolites secondaires se
caractérisent généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux ainsi

que par leur stockage souvent réalisé dans des cellules ou organes spécialisés.

<
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On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires

chez les végétaux :

< Les composés phénoliques,
+ Les composés terpénoides et stéroides,
< Les alcaloides.

[ Métabolites secondaires ]

[ J/ \[ ]

11.2.1. Les composés phénoliques
11.2.1.1. Généralités

Les composes phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus [35]. La couleur et I’arome, ou I’astringence des plantes
dépendent de la concentration et des transformations des phénols. Ces composés
représentent 2 a 3% de la mati¢re organique des plantes et dans certains cas jusqu’a

10% [36].

Les fonctions principales attribuées a ces composés chez les végétaux sont la
protection contre les pathogénes et les herbivores ainsi que la limitation des

dommages dus aux radiations UV [37].

Les principales classes de composants phenoliques sont: les acides phénoliques,
les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les

anthocyanes, coumarines [38].

<
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11.2.1.2. Classe des polyphénols
11.2.1.2.1. Les acides phénoliques

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En
photochimie, I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés de I’acide

benzoique ou de I'acide cinnamique.

a) Les acides hydro benzoiques
IIs sont dérivés par hydroxylation de I’acide benzoique avec une structure de

base de type Cs-C1

Tableau 11.1 : Exemples des acides hydro benzoiques [39].

Acides hydrox benzoiques

R1 R2 R3 R4
Acide bgnzo_'fque (non H 4 5 H
phénolique)
Acide p-hydrox
H H OH H R2
benzoique
Acide protocatéchique H OH OH H R3 R1
Acide vinylique H | OCH: | OH H
Acide gallique H OH OH OH
Acide syringique H |OCHs| OH | OCHs R4 COOH
Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH

b) Les acides hydrox cinnamiques
Les acides hydrox cinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base Ce-Cs dérive de celle de 1’acide cinnamique. Les molécules de base
de la série hydrox cinnamique sont 1’acide p-coumariques (et ses isomeres o- et m-

coumariques) et les acides caféique, férulique et sinapique (tableau 11.2)
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Tableau 11.2 : Les principaux acides hydrox cinnamique.

Acides hydro cinnamiques
R1 R2 R3
Acide cinnamique H H H OH
R1
Acide p-coumariques H OH H AN o)

Acide caféique OH OH H
R2

Acide férulique OCHj3 OH H 3

Acide sinapique OCHs OH OCHs

E-anéthol H OCHs H

11.2.1.2.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des
végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. lls constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du
regne végétal [40], qui sont caractérisés par la présence d'une structure phénolique
dans leur molécule, et méme d'une structure flavone ce qui les distingue des autres

polyphénols.

Actuellement, plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des
milliers d'autres a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué
par différents groupements comme des groupements hydroxy, Méthoxy, méthyle,

benzyle et isoprényle [41].

7!

6!

Figure 11.1. Structure générale des flavonoides.
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A) Classification

% Flavones [42,43]

Dans cette famille, on peut citer 1’apigénine et la lutéoléine, qui sont largement

répandus chez les angiospermes. Par contre, chez les herbes, la tricine est peu
répandue.

Flavones
Figure 11.2. Structure des flavones.

®,

«+ Les flavonols

Elles se différencient des flavones par 1’existence d’un hydroxyle en position 3,

qui n’est pas un OH phénolique. Ce sont les flavonoides les plus répandus.

Figure 11.3.Structure de flavonols

®,

%+ Les flavanones

Ce sont des dérivés des flavones. Ces composés possedent un carbone
asymétrique (C2). Il existera donc 2 isomeres optiques pour chaque composé.

R

R'

R"

(@)

Flavanones

Figure 11.4. Structure des flavanones.
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% Les isoflavones
Les isoflavones sont des isoméres des flavones. Le noyau benzénique latéral est

fixé en position 3 et non pas en position 2.

Isoflavones isoflavanes
Figure 11.5. Structure des isoflavone.
+» Les chalcones et les aurones

Les chacones se difféerent des structures précédentes par I’existence d’un
chainon tri-carboné, cétonique a, - insaturé au lieu de I’hétérocycle oxygéné qui relie

les deux cycles benzéniques

Chalcones Aurones o

Figure 11.6. Structure des chalcones et des aurones.

¢ Hétérosides flavoniques

La majorité des flavonoides existe dans la nature sous forme héterosidique. Les
sucres qui interviennent dans la structure des hétérosides phénoliques sont surtout des
aldoses. Le D-glucose est le glucide le plus fréquent, on trouve également le D-
galactose, D-xylose, L-rhamnose, L-arabinose et un dérivé du glucose, I’acide D-
glucuronique.

La forme cyclique des glucides est une forme pyranosique. La liaison osidique
est de type P, se fait entre le carbone 1 du glucide et ’atome d’oxygene de I’aglycone
(O-hétéroside).

La liaison entre la génine et le sucre peut se faire par I’un des hydroxyles
phénoliques de la génine et surtout I’hydroxyle en 7 des flavones et en 3 des

flavonols.
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HO,

Rutinoside

OH

Quercétine-3rutinoside=rutine
Rutinoside=Glu-o-Rham

Figure 11.7. Structure des héterosides flavonique.

Il existe également des composés C-hétéroside (C- glycosylflavonoides) ou la
liaison s’établit entre le carbone anomérique du sucre (glucose, galactose ou pentose)
et le carbone en 6 ou en 8 de la génine.

B) Application des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans presque tous les organes de la plante et
jouent un réle important dans le systeme de défense comme antioxydants. Ces
métabolites secondaires sont connus pour leurs diverses propriétés biologiques telles
que antioxydants, anti-inflammatoire, antithermique, antibactérienne, anti
hépatotoxique, anti tumorale, anti-hypertensive, antivirale et antiallergique [44].
Récemment, ’activité ostrogénique de certaines isoflavones a ét¢ mise en évidence
[45].

A coté de la vitamine C (acide ascorbique) découverte en 1936, A. Szent-Gyorgi
a pu démontrer, en 1937, que les agrumes renfermaient un autre facteur responsable
de la résistance capillaire, la citrine. Elle fut isolée de I'écorce de citron et dénommeée
vitamine P ou vitamine de perméabilité.

Le genre Ruta, genre type des Rutacées, a donné son nom au flavonoide rutine
(quercétine 3-rutinoside) qui fut isolé de 1’espece Zanthoxylum piperitum et qui est
utilisé actuellement en thérapeutique pour renforcer la résistance capillaire seule ou en
association avec d’autres flavonoides [46].

C) Propriétés physico-chimiques

Les flavonoides sont des solides cristallisés dont la teinte varie du blanc ivoire
au jaune vif. Les hétérosides sont solubles dans I’eau (surtout a chaud), 1’alcool, les
solvants organiques et insolubles dans les solvants organiques apolaires; les géniens
sont peu solubles dans I’eau et 1’éther. Les flavonoides sont aussi solubles dans la

solution alcaline (ammoniaque et potasse) en donnant une coloration jaune qui
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disparait par addition d’acide. Ils posseédent un spectre d’absorption dans 1’ultra violet
avec généralement deux maximums caractéristiques variant

Avec chaque type flavonique [47,48].

D) Intéréts pharmacologiques des flavonoides [49,50]

Les flavonoides sont essentiellement des médicaments de 1’insuffisance
veineuse, leur action se situe au niveau des petites veines ou des capillaires actions
vitaminique p. Ce sont des toniques veineux et des protecteurs capillaires.
L’administration de 25-100mg/kg d’acacétine réduit la fragilité des capillaires. Quant
au flavones, ils possedent une action de dilatation de coronaires. Ainsi, il a été prouvé
que les anthocyanines ont une activité anticancéreuse, réduisant la fatigue oculaire,
contrélent le diabete, améliorent la circulation sanguine.
11.2.1.2.3. Anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou
violets de la plupart des fleurs et des fruits [51], lls sont caractérisés par
I’engagement de 1’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les
Anthocyanosides). Leurs génines (les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-

phényle-benzopyrylium plus communémentappelé cation flavylium.

HO.

R2

o\Glucose

OH

Figure 11.8. Structures générales des anthocyanosides.

a) Action pharmacologique et emplois

L’action pharmacologique des anthocyanes est en général, limitée au domaine
vasculaire. Elles augmentent, comme tous les flavonoides, la solidité des capillaires.
Elles inhibent les enzymes protéolytiques de dégradation. Elles sont proposées en
ophtalmologie en cas de troubles oculaires et pour 1’amélioration de la vision
crépusculaire. Elles sont peu utilisées dans 1’industrie alimentaire et cosmétique, et
ceci du fait de leur instabilit¢ vis-a-vis des facteurs physico-chimiques
incontournables (lumiére, température et pH), ainsi que par leur sensibilité aux
sulfites (souvent utilisés comme conservateurs) et aux métaux (présents dans les

boites de conserves) [43].
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11.2.1.2.4. Tanins
Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans
les vacuoles [52]. Ce sont des composes phénoliques ayant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Da et qui présentent, a c6té des réactions classiques des
phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines. Sur
le plan structural, on distingue les tanins hydrolysables, esters d'acide phénolique, des
tanins condensés plutdt des polymeéres de polyhydroxyflavan-3-ol [53].
a) Structure et classification
On distingue deux grands groupes de tanins, différents a la fois par leur
réactivité chimique et par leur composition [54].
% Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des polyesters d’un sucre (majoritairement le
glucose) et d’'un nombre variable de molécules d’acides phénols qui sont considérés
comme des non flavonoides (éllagitanine, gallo tanins) [55]. Comme leur nom
I’indique, ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils
s’hydrolysent sous I’action enzymatique et de I’eau chaude [55].
Selon la nature des tanins hydrolysables on distingue :
+ Tanins galliques :ils donnent par I’hydrolyse des oses et de I’acide gallique.
+ Tanins ellagiques :ils sont scindés par les enzymes en oses et en acides

ellagiques [56].

HO

HO

HO
A) (B)

Figure 11.9.Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B).

% Les tanins condenses (pro-anthocyanidines)
Ce sont des oligomeres ou des polymeres de flavane-3ol, dérivés de la
catéchine ou de ses nombreux isomeéres. lls ont la propriété de coaguler les protéines

du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux [56].

*
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Figure 11.10. Structure des tanins condenses.

+¢ Les tanins complexes

Sont a la fois des tanins hydrolysables et des tanins condensés. Dans ce cas le
tanin hydrolysable qui peut étre gallique ou ellagique est lié a une ou plusieurs unités
Flavon-3-ol qui sont caractéristiques de tanins condensés [57].
b) Utilisation des tanins
“+ En pharmacie : Grace a leurs propriétés astringentes les tanins sont utilisés
Comme anti diarrhéiques, vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme
Protecteurs veineux dans le traitement des varices et hémorroides [58].
¢ Dans P’industrie : IIs sont largement employés dans I’industrie du cuir surtout

dans Celle des vernis et peintures [58].
11.2.1.2.5. Les coumarines
Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques constituées de

neuf atomes de carbone caractérisées par le noyau 2H-1- benzopyrane-2-one (figure
I1.11).Les coumarines, trés largement distribuées dans le regne végétal, ont la capacité
de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux

hydroxyles, su peroxydes et pyroxyles [59].

R3

R2 (0] 0]

R1

Figure 11.11. Structure général des coumarines.
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Tableau I1.3 : Les principaux types de coumarines.

Composé R1 R2 R3
Coumarine non
o H H H
phénolique
Ombelliféracée H OH H
Herniarine H OCHs H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCHs OH H
Scopanone OCHjs OCHjs H
Fracxétol OCH3 OCHg3 OH

a) Propriétés physico-chimiques

Les coumarines libres sont solubles dans les solvants organiques et dans les
alcools. Les formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’cau [43]. Les
atomes d’oxygéne des hétérocycles des furanocomarine et la présence de résidus
hydrophiles plus ou moins nombreux leur assurent une certaine solubilité dans des
solvants aqueux. La structure aromatique des furocoumarines leur confére de fortes
absorbances dans les longueurs d’ondes UV, avec des spectres relativement
spécifiques
11.2.1.2.6. Les composes terpéniques

a) Les Terpenes

Ce sont des molécules hydrocarbonées produites particulierement au niveau des
organes foliaires. Les différentes voies métaboliques dont ils sont issus sont la
glycolyse, le cycle de Krebs et la voie du shikimate, ainsi que la voie du
méthylérythritol phosphate (MEP) [60]. L unité de base des terpénes est I’isopréne en

cing carbones (figure 11.12).

F

Figure 11.12. Structure générale d’isoprene.
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Les terpénoides ont des activites biologiques et pharmacologiques variées : anti-
inflammatoire, antivirus, analgésiques, antibactériennes et[61,62].
Selon le nombre d’entités isopréniques les terpenes sont classés en :
» Mono terpéne a 10 atomes de carbones 2 unités,
» Sesquiterpene a 15 atomes de carbones 3 unités,
> Di-terpéne a 20 atomes de carbones 4 unites,
> Tri-tétra a 30, 40 atomes de carbones 6,8 unités,
» Poly-terpéne a > 40 atomes de carbone > 8 unités et etc. ...
11.2.1.2.7. Les saponosides
Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils,
tensioactifs qui sont principalement distribués dans le regne végétal. Le nom
«saponine» est dérivé du mot latin sapos, qui signifie «savon». En effet, les molécules
de saponines dans 1’eau forment une solution moussante.
a) Structures et classification
Les saponosides peuvent étre classés en deux groupes en fonction de la nature
de leur squelette aglycone.
> Saponosides a génines stéroidique
IIs sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones
(Alliaceae, Agavaceae, Fabaceae, Solanaceae, Plantaginaceae) possédent un squelette
de 24-29 atomes de carbone de type pentacyclique furostane (H) ou de type
hexacyclique : spirostane (figure 11.13). Ces saponosides ont généralement un
hydroxyle en position 3. Ce dernier est le plus souvent substitué par une chaine

osidique.

4 6  Spirostane

Figure 11.13. Structure de spirostane.
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» Saponosides a genines tri- terpéniques
Ils constituent la majorité des sapogénines des angiospermes dicotylédones
(liaceae, Caryophyllacées, Cucurbitaceae, Primulaceae, Rosaceae...etc.)[57]possédant

un squelette de 30 atomes de carbone qui comporte habituellement cing cycles

CH,
CHs
CHj; CH;
CH
CH,
CH,
a-amyrine 3-amyrine

COOH

Eoon gypsogénine
Figure 11.14. Structure des Saponosides a génines tri- terpéniques.
b) Propriétés physico-chimiques
v Des substances amorphes.
v Rarement cristallisées.
v Thermosensibles.
v Masse moléculaire entre 600 a 2000 Daltons.
v Soluble dans I’eau, peu soluble dans 1’alcool méthylique dilué, I’alcool a
chaud.
11.2.1.2.8. Les Alcaloides
Les alcaloides sont des substances organiques azotées généralement cycliques ou
I’azote est assez souvent incorporé dans un noyau hétérocyclique. Généralement les
Alcaloides ont des propriétés trés basiques, la plupart, ainsi comme leur nom l'indique

ont une réaction alcaline.
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Les alcaloides existent sous forme de sel (malates, méconates, isobutyrats ... .)
et sous forme d’une combinaison avec les tanins [63].

a) Classes d’alcaloides :

e Alcaloides vrais: ils se caractérisent par une importante cytotoxicité, expose une

Vaste activité physiologique, la plupart sont des bases stables, elle comporte un ou
plusieurs atomes d'azotes dans le cycle.

H3C_ N

(-) Hyoscyamine

e Protoalcaloides: se sont des amines simples comme les acides aminés et d’autres
alcaloides.

(-)-cathionone

¢ Pseudo alcaloides: regroupe les composés azotés, non dérivés des acides aminés.

L’incorporation de 1'azote dans la structure se fait en phase finale.

R-Skytantine (+)-Coniine
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b) Action pharmacologique et emplois
Les alcaloides sont des substances trés intéressantes par leurs activités

pharmacologiques des plus variees :

Sur le systéme nerveux central comme anti-dépresseurs : codéine, morphine.

Sur le systeme nerveux autonome excitant du sympathique : hordéine, éphédrine

Sur les vaisseaux hypertenseurs : hydrastine

Sur la circulation sanguine : vincamine.

Ce sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, dotés d'une action
spécifique. La médecine les emploie le plus souvent a I'état pur. Il est a noter que les
alcaloides jouent, a faibles doses, le rble d’anesthésiques locaux (cocaine),
d’analgésiques (morphine), d’antibiotiques, d’antiparasitaires, d’antipaludiques

(quinine), d’anti-tumoraux (vinblastine), d’amoebicides (émétine)... .

Exemple : Aconitine : dose unitaire 0,2 mg et la dose mortelle 1mg [43].
OH

...... s Q,
I7

O

O——-

LTI

o ZOH

Figure 11.15. Structure de 1’ Aconitine (C3sH3z7NO1y).
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111.1. Matériel végétal

Le matériel végétal de notre étude est constitué des parties aériennes : feuilles, tiges,
rameaux et graines d’une part et d’autre part une partie souterraine les racines de deux plantes

médicinales : Ruta Montana et Pistacia lentiscus L (figure 111.1 et figure 111.2).

Figure I11.1. Ruta Montana L Figure 111.2. Photode Pistacia lentiscus L

I11.2. Récolte de nos plantes

Les deux plantes ont été récoltées localement au niveau de la région nommée Hounet t dans la
période Mars-avril 2021a Saida (figure 111.3). Les échantillons ont été séchés au laboratoire a
I’air libre, a I’abri de la lumiére et de I’humidité. Leur identification botanique a été
confirmée par le Pr Terras Mohammed, botaniste au département de biologie (université de

Saida). Afin d’éviter un probléme éventuel d’hybridation de la plante avec une autre espéce.

E
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Figure 111.3. La carte géographique des endroits de la récolte de nos plantes.

Tableau I11.1 : Caractéristiques géographiques et bioclimatiques d’Hounet, wilaya de Saida.

) Latitude : 35.1163
Coordonnées géographiques ]
Longitude : 0.1283935°6' 59 "Nord, 0° 7' 42" Est
Altitude(en m) 507
Climat d’Hounet Climat semi-aride et froid




Chapitre 111 : Matériel et méthodes

II1.3. Préparation et conservation du matériel végétal

Les plantes récoltées ont été nettoyées, lavées avec de 1’eau de robinet ensuite par I’eau
distillée, séchees & une température ambiante a I’ombre, afin de préserver le maximum de
I’intégrit¢ des molécules ciblées par notre étude en minimisant les divers mécanismes de
fermentation et de dégradation inhérents au caractére organique de cette matiére premiére.
Une fois 1’opération de séchage est terminée, les parties destinées particulierement les
feuilles, les grains, les rameaux, les tiges et les racines ont été séparées, ensuite pesées,
broyées grossierement et conservées dans des flacons en verre en vue de procéder aux

différents tests.

I11.4. Détermination de la teneur en eau (humidité)

111.4.1. Principe

La teneur en eau a été¢ déterminée par dessiccation d’un échantillon de 2g dans une
¢tuve isotherme a une température de 103° = 2°C et a la pression atmosphérique jusqu’a
I’obtention d’une masse constante de 1’échantillon. La teneur en eau est égale a la perte de

masse subie dans les conditions de mesure [64].

111.4.2. Matériels : Balance analytique de précision, Etuve réglée a 103°C, pince, spatule

métallique, capsule en verre et Dessiccateur.

111.4.3. Technique suivie
Nous avons opéré sur des échantillons homogenes, broyés et concasses.

»  Sécher des capsules vides a I’étuve durant 15 mn a 103° + 2°C.

> Laisser refroidir dans un dessiccateur renfermant le chlorure de calcium (desséchant).

> Peser dans chaque capsule préalablement tarée 1 a 2g d’échantillon et les placer dans
I’étuve réglée a 103 + 2°C pendant 3 heures.

» Retirer les capsules de 1’étuve, les placer dans le dessiccateur.

> Peser les capsules aprés refroidissement. L’opération est répétée jusqu'a 1’obtention

d’un poids constant (en réduisant la durée de séchage a 30 mn).
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111.4.4. Expression des résultats

La teneur en eau des échantillons est calculée selon la formule suivante :

[H(%)=@X100}

Avec :

H %: teneur en eau ou humidité.

Mzi: la masse initiale (g) : masse de la drogue d’essai +capsule avant étuvage
Mz2: la masse finale en g : masse de la drogue d’essai+capsule aprés étuvage.
P : la masse de la prise d’essai en g.

La teneur en matiére seche est calculée selon la relation suivante :

[ Matiere seche (MS) % =100 - H % ]

I11.5. Détermination du pH

111.5.1. Mode opératoire

Détermination en unité pH de la différence de potentiel existant entre deux électrodes
plongées dans une solution aqueuse des feuilles, des grains, des rameaux, des tiges et des
racines broyées par un rapport 1/5 (masse de prise d’essai en g /volume d’eau en ml) [65]. La

mesure a été effectuée a 1’aide d’un pH-metre.

I11.6. Protocoles d’extraction des métabolites secondaires [66]

Les extraits obtenus a partir de poudres ont été préparés selon les procédés classiques de
préparation d’extraits utilisés en milieu villageois que sont 1’infusion, la décoction et la
macération. Au cours de travail, trois solvants de polarité différente (eau, éther diéthylénique,

¢thanol) sont utilisés pour ’extraction des différentes familles de composés chimiques.
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111.6.1. Extraction par infusion

Une prise d’essai de 10 g de poudre de chaque plante a été introduite dans un ballon contenant
100mL d’eau distillée bouillante. L’ensemble a été maintenu pendant 30 minutes jusqu’au
refroidissement. Aprés filtration, le filtrat a été concentré a 1’évaporateur rotatif sous vide a 50°C.
L’extrait a été ensuite mis a I’étuve a 46°C pendant 24 heures. Les essais ont été réalises en triple. Les

poudres obtenues ont été pesées puis conservées dans un flacon stérile hermétiqguement fermé.

111.6.2. Extraction par décoction

Une prise d’essai de 10 g de poudre de chaque plante a été introduite dans un ballon contenant
100mL d’eau distillée. L’ensemble a ¢été maintenu en ébullition pendant 30 minutes. Apres
refroidissement et filtration, le filtrat a été concentré a 1’évaporateur rotatif sous vide a 50°C. L’extrait
a été ensuite mis a 1’étuve a 46°C pendant 24 heures. Les essais ont été réalisés en triple. Les poudres

obtenues ont été pesées puis conservées dans un flacon stérile hermétiquement ferme.

111.6.3. Extraction par macération

Une prise d’essai de 10 g de poudre de chaque plante a été introduite dans un ballon contenant
100mL de solvant (eau distillée ou ETOH). L’ensemble a été maintenu sous agitation magnétique
pendant 24 heures a la température ambiante. Aprés filtration, le filtrat a été concentré a 1’évaporateur
rotatif sous vide a 50°C. L’extrait a été ensuite mis a I’étuve a 46°C pendant 24 heures. Les essais ont
été réalisés en triple. Les poudres obtenues ont été pesées puis conservées dans un flacon stérile

hermétiquement fermé.

111.6.4. Détermination du rendement d’extraction

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (apres

évaporation) et le poids du ballon vide (avant le transfert du filtrat & évaporer) [66].

Masse d'extrait sec
x 100

Rendement (%) = — —
Masse de la matiere végétale
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111.7. Extraction de I’huile essentielle

111.7.1. Extraction par hydro-distillation

L’extraction d’huile essentielle (HE) s’est déroulée au niveau de laboratoire de biologie,
Faculte des sciences. L’extraction a été effectué selon la méthode de I’hydrodistillation en
utilisant un appareil de type Clevenger (figure I11.4). Une quantité de 100 g des feuilles
fraiches de la plante Pistachier lentisque a été introduite dans un ballon de 2 litres et

recouverte de 1 L d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition pendant 2 a 3h.

Figure 111.4. Montage d’hydrodistillation.

Les vapeurs chargées d’huiles essentielle passent a travers un réfrigérant, se condensent
et chute dans un erlenmeyer. La décantation se fait a travers une ampoule a décanter, 1’huile

et ’eau se sépare par différence de densité.
111.7.2. Evaluation du rendement en Huile Essentielle

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle
obtenue par extraction et la masse totale du matériel végétal traité[66].Le rendement est

exprimé en pourcentage (%) est calculé par la formule suivante :

R (%) = 25 x 100 %

+ R(%) : Rendement en huile essentielle.
+ Meue : Masse d’huile essentielle obtenue (en g).

+ Ms : Masse de la matiere fraiche (en g).

E
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111.8. Tests phytochimiques ou Screening phytochimique [66]

De nos jours, la découverte de ressources naturelles du monde végétal reste capitale dans
la mise au point de nouveaux remédes thérapeutiques. Ces composés chimiques sont
déterminés par une étude phytochimique qui consiste a caractériser les différentes catégories
de molécules existantes dans la plante et qui peuvent servir, non seulement a obtenir des
principes actifs utilisés comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matériaux

économiques ; telle que les alcaloides, les huiles essentielles.

Les testes ont porté sur la recherche des principaux groupes chimiques (alcaloide, tanins,
flavonoides, saponines,...) par des réactions en tubes et les résultats sont bases sur des essais
de solubilité, des réactions de coloration et/ ou de précipitation en utilisant réactifs de

caractérisations.

Les résultats ont été evalués comme suit :

+++ : Fortement positif ++ : Moyennement positif
+ : Faiblement positif - . Négatif

111.8.1. Mise en évidence d’Amidon
Traiter 5 ml de la solution préparée avec le réactif d’amidon. L’apparition d’une

coloration bleue violacée indique la présence d’amidon.

111.8.2. Mise en évidence des saponosides

Ajouter a 2 ml de la solution aqueuse un peu d’eau et ensuite agiter d’une manicre forte.
Une écume persistante confirme la présence des saponosides. Abandonner le mélange pendant
20 mn et classifier la teneur en saponosides:

» Pas de mousse = Test négatif

» Mousse moins de 1cm = test faiblement positif

» Mousse de 1-2cm = test positif

» Mousse plus de 2cm = test trés positif
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111.8.3. Protocole d’identification des anthraquinones

Bouillir 1g d’échantillon de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de
KOH 0,5 N auxquelles est ajouter 1 ml de H20: dilué a 5 %. Refroidir le mélange, filtrer puis
acidifier le filtrat avec I’acide acétique. Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de
benzene. Agiter ’extrait benzénique en présence de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive

est révélée par la formation d’une couleur rouge au niveau de la couche alcaline.
111.8.4. Mise en évidence des Tanins :

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCls & 2%.Un test
positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer

quelques minutes).

111.8.5. Mise en évidence des Flavonoides :

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes d’HCL concentré. Ajouter une
quantité de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par

I’apparition d’une couleur rouge ou orange.

111.8.6. Protocole d’identification des Alcaloides
Deux essais ont été réalisés :

* Evaporer 20 ml de la solution éthanolique. Ajouter 5 ml d’HCl 10% au résidu et
chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et 1’alcaliniser avec quelques gouttes d’une
solution de NH4OH 10% jusqu'a pH 9. Extraire la solution avec I’éther diéthylique ensuite
concentrer & sec. Dissoudre le résidu dans du HCI 2%. Caractériser les alcaloides avec les
réactifs de Mayer et de Wagner.

* Evaporer 20 ml de la solution éthanoique a sec. Ajouter 5 ml d’HCI 2N au résidu et
chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange puis diviser le filtrat en deux parties égales.
Traiter la premiére avec quelques gouttes du réactif de Mayer et la seconde avec le réactif de
Wagner.

Observation : Présence de turbidité ou précipitation.
« (+) est enregistreé si le réactif produit une légére opacité.
« (++) est enregistré si le réactif produit une turbidité et non une floculation.

« (+++) est enregistré si le réactif produit une floculation ou un précipité lourd.
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111.8.7. Protocole d’identification des composeés réducteurs

Deux essais ont été réalisés :

» Traiter 1 ml de I’extrait éthanoique avec 2 ml d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de
Fehling puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge -

brique.

» Traiter 1 ml de ’extrait éthanoique avec le réactif de Keller Kiliani. Un test positif est
révélé par la formation d’un anneau brun - rouge et la solution acétique se colore

lentement en bleu - vert.

Pour les anthracénosides, coumarines et anthocyanosides nous avons procéde par les étapes

suivantes :

En premier lieu, prendre 25 ml de I’extrait éthanolique en présence de 15 ml de HCI 10%,
porter a reflux pendant 30 mn. Refroidir la solution et I’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther.

Traiter les deux phases separement.
111.8.8. Protocole d’identification des Anthracénosides

Traiter 8 ml de la solution extractive étherique par le réactif de Borntréger. Un test
positif est révélé par I’apparition d’une teinte vive variant de 1’orangé - rouge au violet -

pourpre.

111.8.9. Protocole d’identification des coumarines

Deux essais ont été réalisés :

» Evaporer 5 ml de la solution extractive étherique. Dissoudre le résidu dans 1 a 2 ml d’eau
chaude. Diviser le volume en deux parties. Prendre le demi-volume comme témoin et
ajouter a ’autre volume 0,5 ml de NH4sOH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre
et les examinées sous la lumiere UV. Une fluorescence intense indique la présence des
coumarines.

» Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH, et le placer dans un bain marie pendant quelques

minutes. L’examen sous UV donne une fluorescence intense.
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111.8.10. Protocole d’identification des Anthocyanosides
Doser la solution aqueuse acide avec une solution de NaOH. S’il y a un virage de

couleur en fonction du pH, la présence des anthocyanosides est confirmée.

« pH< 3 la solution prend une coloration rouge.
o 4 <pH<6 lasolution prend une coloration bleue.

111.8.11. Protocole d’identification Stérols et stéroides

Deux essais ont été effectués :

v Evaporer 10 ml d’extrait alcoolique, traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre puis filtrer. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5
ml d’anhydre acétique et ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré.
Agiter puis laisser reposer. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration
violacée fugace virant au vert (maximum d’intensité en 30 mn a 21°C).

v" Evaporer ’extrait alcoolique correspondant a 10 ml puis dissoudre le résidu obtenu
dans 0.5 ml d’anhydride acétique et 0.5 ml de chloroforme. Traiter le filtrat avec le
réactif de Liebermann Burchardt. Si une solution bleue - verte apparait, elle indique

la présence des hétérosides.

111.9. Réactifs de caractérisation
111.9.1. Alcaloides

a) Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g de HgClodans 60 ml d’eau. Dissoudre 5 g de KI
dans 10 ml d’eau. M¢langer les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.
Les alcaloides donnent avec ce réactif une trouble plus un précipité blanc.

b) Réactif de Wagner : Dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g d’I> dans 75 ml d’eau. Ajuster le

Volume total 2 100 ml d’eau. Les alcaloides donnent avec réactif un précipité brun.

111.9.2. Amidon

v" Réactif d’amidon : Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée contenant 2,5 g
d’iodure de potassium. Chauffer pendant 5 mn. Diluer jusqu’a 500ml. Chauffer 5 ml de la
solution a tester avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée dans un bain marie jusqu’a
¢bullition. Ajouter le réactif d’amidon. Un test positif est révélé par I’apparition d’une

coloration bleue- violacée.
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111.9.3. Stéroides, hétérosides steroidiques et triterpéniques

v" Réaction de Liebermann Burchardt
Me¢élanger 5 ml de solution a tester avec 5 ml d’anhydride acétique et quelques gouttes d’acide
sulfurique concentre. Agiter et laisser la solution reposée 30 mn a 21°C. Les stéroides donnent
avec cette réaction une coloration violacée fugace virant au vert. D’autre part, cette réaction
donne avec les hétérosides stéroidiques et triterpeniques respectivement des colorations Verte
-bleue et verte -violette.

111.9.4. Anthraquinones et Anthracénosides

v Réaction de Borntrager
En milieu alcalin aqueux ces composés donnent a la solution une teinte vive variant, selon la
structure et les substituants de la quinone, de 1’orangée rouge au violet pourpre plus ou moins

violacée.

111.9.5. Composés réducteurs
a) Liqueur de Fehling :
La liqueur de Fehling est un mélange de deux solutions :
« Fehling A: dissoudre x g de CuSQO4.5H,0 dans 50 ml d’eau distillée.
. Fehling B: dissoudre 6,59 de NaOH, 17,3g de tartrate de sodium et potassium dans 35 ml
d’eau distillée puis compléter le volume a 50 ml.

Les composeés réducteurs donnent avec le réactif de Fehling un précipité rouge brique.

b) Réaction de Keller- Killiani
L’addition de 5 ml d’acide sulfurique concentre contenant des traces de sels ferriques a
une solution de volume 5 ml d’hétérosides dans I’acide acétique concentre contenant
¢galement des sels ferriques conduit a la formation d’un anneau brun- rouge. La solution

acétique se colore lentement en bleu- vert.

111.10. Analyse quantitative des composés polyphénoliques
Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été¢ effectué par une méthode adaptée de

Singleton et Rossien utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (F-C).
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111.10.1. Principe

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits, fractions et sous-fractions sont
déterminées au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu [67]. Ce dernier est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040) qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de
tungstene (WsO23) et de molybdéne (MogO23). La coloration bleue produite possede une
absorption maximale aux environs de 765 nm. L’absorbance, par référence a une gamme
étalon obtenue avec un acide phénolique (acide gallique), permet de determiner la quantité de
polyphénols totaux présente dans un extrait. Elle est exprimée en mg d’équivalent acide

gallique par g de matiére seche.

111.10.2. Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en phénols totaux des extraits aqueux des plantes qui font I’objet d’analyse a
été déterminée par la méthode décrite par Singleton et coll [67]. Une quantité de 200
microlitres (uL) des extraits de chaque échantillon est mélangé avec 1mL du réactif de Folin-

Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5%
Na2CO3. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30mn et la lecture est

effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a 765nm.

Une courbe d’étalonnage (y=ax+b) a ¢té réalisée en parallele par I’acide gallique a différentes

concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Le blanc est représenté donc par 200 uL de méthanol, additionnée de 1mL du réactif de Folin-

Ciocalteu et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5 %.

111.10.3. Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique
Une gamme de 7concentrations d’acide gallique allant de 0 a Img /mL a été préparée a

partir d’une solution mére de 2 mg/mL de concentration.

(0]
HO OH
HO
OH
Acide gallique
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111.10.4. Expressions des résultats
Les résultats ont été¢ exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g d’extrait) de chaque partie des plantes en appliquant la formule suivante :

T [Extrait] = V
B M

T : La teneur en phénols totaux (mg EAG /g d’extrait).
[Extrait] : concentration de I’extrait brut établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
M: masse de I’extrait brut (= 0,2 102 g)

V : Volume de I’extrait utilisé (= 0,2 ml)

Figure 111.5. Spectrophotométre utilisé pour le dosage.

Figure 111.6. Ensemble de nos échantillons & doser par spectrophotomeétre.

E
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111.11. Evaluation de I’activité antioxydante par DPPH

I11.11.1. Principe du test de DPPH

La méthode de Sanchez-Moreno et coll [68] a été utilisée avec quelques modifications
pour la détermination du potentiel antioxydant. Cette méthode consiste a mesurer ’activité
antiradicalaire par la technique de piégeage du radical au DPPH (2,2’-Diphényl-1-
picrylhydrazyl). Le DPPH, (CigH12NsOs ; PM=394,33 g/mol), est un radical libre stable
soluble dans le méthanol (ou éthanol). D’une couleur violette intense, il présente un maximum
d’absorbance a 517 nm. Lorsqu’une molécule antioxydante réduit le radical DPPH, la couleur

violette disparait rapidement pour donner une couleur jaune péle.

NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des
diméres, i.e. DPPH" reste dans sa forme monomére relativement stable & température
ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la

solution de DPPH’. La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la

diminution de la coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPH’,

mesurable par spectrophotométrie a 517 nm.

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de

mécanismes :

(i) lalibération de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide
de certaines acides et dérivées phénoliques).
(ii) la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des

anthocyanes) [69].
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Dans le cas des composes phénoliques (P-OH), le mécanisme principal d’action est

le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPH" alors

transforme en une molécule stable DPPHH [69] :

DPPHe++ ®OH — DPPHH + ®O-

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures plus au

moins stables :

®O++ PO+ — PO-0P
DPPH++ ®0+— ®O-DPPH

®O- (semi-quinone)” H— 9=0 (quinone)

1.4
\ 7
1.2 N r—/_} 0, + AO-H —> + AO+
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Figure I111.7. Schéma de transformation du DPPH de sa forme activea celle inactive [70].

111.11.2. Réduction du radical libre DPPH par dosage spectrophotométrie
L’activité antioxydante des extraits invitroa été testée selon la méthode de Sanchez-

Moreno et coll [78]. Le test est effectué selon les étapes suivantes :
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> Préparation des extraits et de I’acide ascorbique :
Les extraits aqueux secs et I’acide ascorbique (antioxydant de référence) dissous dans le
méthanol a une concentration de 1 mg/mL ont été dilués a différentes concentrations
décroissantes (1.0 -0,5-0, 25 -0, 125 - 0,0625 - 0,0312 - 0, 0156 mg/mL).

> Préparation de la solution de DPPH :
Le DPPH a été solubilisé dans le méthanol absolu pour avoir une solution d’une
concentration de 6,34.10° M (0,0025g DPPH dans 100 mL méthanol). La solution obtenue a

été conservée a I’abri de la lumiére.

» Détermination du potentiel antioxydant :

La détermination de pouvoir antioxydant est basée sur la réaction entre 1’oxydant et
I’antioxydant. Cinquante microlitres (50uL) de chaque solution méthanolique des extraits a
différentes concentrations ou de standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1,95 ml de la
solution du DPPH (0,025¢/L). En paralléle, un contrdle négatif (blanc) est préparé en

mélangeant S0uL de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH.
La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a Amax

517 nm apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante.
Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures

111.11.3. Expression des résultats

Le pourcentage de réduction ou d’inhibition du radical libre DPPH est exprimé par la

formule suivante :

[ PI (%) = [1 - (3,)]x100 }

Pl : pouvoir d’inhibition en %.
Ao: absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait

A:: absorbance de la solution de DPPH en présence de ’extrait [71].
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111.11.4. Calcul des concentrations 50 (1Cso)
ICs0 (aussi appelée ECsp : Efficient concentration 50), permet de calculer la

concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Elle est
calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits utilisés.

I11.11.5. Calcul des pourcentages de piégeage (Scavenging activity)
La capacité anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter la
propagation de la réaction en chaine) ne peut étre mesurée directement, mais par contrdle de

I’effet de la réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique

de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHs,

type de solvants, pH) et le profil phénolique en particulier [72].

Nous pouvons déduire I'efficacité anti-radicalaire de nos extraits en calculant I'inverse des

valeurs des ICsg trouvée [72].

EAR = 1
T IC50

L'efficacité anti-radicalaire est comparée a celle de I'acide ascorbique




Chapitre 1V : Résultats et Discussion

IV.1. Teneurs en eau (ou I’humidité (H))

Nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminer la teneur en eau dans
les poudres séches de nos plantes. C’est la détermination de la perte de masse par
dessiccation a 1’étuve. Les taux d’humidité des différentes parties de deux plantes

étudiées sont indiqués dans le tableau 1V.1.

Tableau IV.1 : Le taux d’humidité dans les différentes parties de Ruta Montana et
Pistacia lentiscus.

Plante / Echantillon P (g) | masse d’eau (g) : Mi-M2 | H (%)
Poudre des feuilles 2 0,38 19
Ruta Poudre des graines 2 0,11 55
Montana L Poudre des rameaux 2 0,4 20
Poudre des tiges 2 0,3 15
Poudre des racines 2 0,4 20

P'§taC'a Poudre des feuilles 2 0,45 22,5

lentiscus L

Selon les résultats obtenus au tableau 1V.1, il apparait que les feuilles, les rameaux
et les racines de R. Montana disposent le plus grand rendement comparativement parlant
aux tiges et aux graines. Quant aux feuilles de P. lentiscus on a enregistré le rendement
le plus important comparant aux parties de R.Montana qui est d’ordre 22,5 %.

Le classement de la teneur en eau de R.Montana est comme suit :

eau (%) racines= €aU (%) rameaux> €aU (%) feuilles=>€auU (%) tiges>€au (%) graines

IV.2. Matiere seche (Ms)

La matiére séche (Ms) de chaque partie des plantes est incorporée dans le
tableau ci-dessous:

Tableau IV.2 : La matiere séche (Ms) dans nos échantillons de R. Montana et
P. lentiscus exprimée en (%).

Plante Echantillon Ms= 100- H%
Poudre des feuilles 81
Poudre des graines 94.5
Ruta
Montana L Poudre des rameaux 80
Poudre des tiges 85
Poudre des racines 80
P|§taC|a Poudre des feuilles 77,5
lentiscus L
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D’aprés le tableau 1V.2, on peut dire que :

La poudre des graines contient le plus grand pourcentage en matiére séche par rapport
aux autres parties des deux plantes R. Montana et P. lentiscus.

IV.3. Le pH

Les valeurs obtenues des pH des extraits aqueux de nos échantillons étudiés sont
regroupées dans le tableau 1V.3.

Tableau 1.3 : pH des différents extraits aqueux de R. Montana et P. lentiscus.

R. Montana P. lentiscus
Parametre
Feuilles | Graines rameaux | Tiges | Racines Feuilles
pH 5,8 6,2 57 5,8 5,5 3,9

Les valeurs des pH obtenues pour R. Montana sont légerement acides a

presque neutre oscillent entre 5,5 et 6,2. Tandis que pour les feuilles de P. lentiscus on
a enregistré une acidité remarquable qui vaut 3,9.

1V.4. Détermination du rendement d’extraction

R% =

Masse du résidu obtenu

X 100

Masse de la poudre végétale utilisée

Pour chaque échantillon, nous avons calculé le rendement de 1’extraction, les résultats

obtenus sont présentés dans les tableaux suivants :
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Tableau 1V.4 : Données opératoires d’extractions par décoction effectuée sur les
différentes parties de R. Montana et les feuilles de P. lentiscus.

Extraction par décoction
plante Partie Masse solvant Aspect de | Masse de Rendement
utilisée (9) utilisé Uextrait | L’extrait (Q) (%)
10 | Ether diéthylique | Visqueux 0,26 2,6
. 10 | Ethanol Visqueux 0,97 9,7
Feuilles
10 | Eau Visqueux 0,98 9,8
10 | Ether diéthylique | Visqueux 0,27 2,7
. 10 | Ethanol Visqueux 0,16 1,6
Graines
10 | Eau Visqueux 0,99 9,9
Ruta 10 | Ether diéthylique | Visqueux 0,26 2,6
Montana Rameax 10 | Ethanol Visqueux 0,26 2,6
L 10 | Eau Visqueux 0,72 7,2
10 | Ether diéthylique | Visqueux 0,05 0,5
Tiges 10 | Ethanol Visqueux 0,93 9,3
10 | Eau Visqueux 0,53 5,3
10 | Ether diéthylique | Visqueux 0,13 1,3
. 10 Ethanol Visqueux 0,51 51
Racines
10 | Eau Visqueux 0,27 2,7
Pistacia 10 | Ether diéthylique | Visqueux 0,18 1,8
lentiscus Eeuilles 10 | Ethanol Visqueux 0,85 8,5
L 10 Eau Visqueux 0,98 9,8

Tableau IV.5 : Données opératoires d’extractions par infusion effectuée sur les
différentes parties de R. Montana et les feuilles de P. lentiscus.

Extraction par infusion
lante Partie Masse solvant Aspect de | Masse de Rendement
P utilisée | (q) utilisé extrait | Lextrait(q) | (%)
. 10 Ethanol Visqueux 0,97 9,7
Feuilles -
10 Eau Visqueux 0,98 9,8
. 10 Ethanol Visqueux 0,27 2,7
Graines -
10 Eau Visqueux 0,99 9,9
Ruta . 10 | Ethanol Visqueux 0,26 2.6
ameaux
Montana L 10 Eau Visqueux 0,70 7,0
. 10 Ethanol Visqueux 0,93 9,3
Tiges -
10 | Eau Visqueux 0.53 53
. 10 Ethanol Visqueux 0,61 6,1
Racines -
10 Eau Visqueux 0,27 2,7
Pistgcia Feuilles 10 | Ethanol Visqueux 0,9 9,0
lentiscus L 10 | Eau Visqueux 0,98 9,8
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Tableau 1V.6 : Données opératoires d’extractions par macération effectuée sur les
différentes parties de R. Montana et les feuilles de P. lentiscus.

Extraction par macération
plante Partie Masse solvant Aspect de | Masse de Rendement
utilisee (9) utilisé I'extrait | L’extrait (Q) (%)
] 10 | Ethanol Visqueux 0,96 9,6
Feuilles
10 | Eau Visqueux 0,97 9,7
) 10 | Ethanol Visqueux 0,16 1,6
Ruta Graines _
Montana L 10 | Eau Visqueux 0,98 9,8
10 | Ethanol Visqueux 0,26 2,6
Rameaux
10 | Eau Visqueux 0,72 7,2
) 10 | Ethanol Visqueux 0,93 9,3
Tiges
10 | Eau Visqueux 0,53 5,3
) 10 | Ethanol Visqueux 0,51 51
Racines
10 | Eau Visqueux 0,27 2,7
Pistacia _ 10 | Ethanol Visqueux 0,85 8,5
lentiscus L Feuilles .
10 Eau Visqueux 0,97 9,7

Les tableaux montrent que, les rendements d’extraction varient en fonction du

solvant d’extraction et la technique utilisée. Cependant, les rendements les plus

importants sont enregistrés dans les graines suivis par des feuilles et en dernier les

tiges.

L’eau exhibe un pouvoir d’extractant supérieur a celui d’ETOH et I’éther

diéthylique dans les feuilles, les graines et les rameaux durant les trois modes de

préparations.

Le classement du pouvoir d’extractant des solvants utilisés selon les parties étudiées

est comme suit :

» Extraction par décoction :
Extrait aqueux des graines (9,9%)> Extrait aqueux des feuilles (9,8%) >Extrait ETOH

des tiges (9,3 %) > Extrait aqueux des rameaux (7,2%) >Extrait ETOH des racines

(5,1 %).

&
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» Extraction par infusion :
Extrait aqueux des graines (9,8%)> Extrait aqueux des feuilles (9,7%) >Extrait ETOH

des tiges (9,3 %) > Extrait aqueux des rameaux (7,0%) >Extrait ETOH des racines
(6,1 %).

> Extraction par macération :
Extrait aqueux des graines (9,8%)> Extrait aqueux des feuilles (9,7%) >Extrait ETOH

des tiges (9,3 %) > Extrait aqueux des rameaux (7,2%) >Extrait ETOH des racines
(5,1 %).

Enfin, on constate que les extraits étheriques possedent les rendements les
plus faibles dans toutes les préparations comparant aux autres solvants.

IV.5. Criblage phytochimique

La mise en évidence des différentes classes des metabolites secondaires
constituants une plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités
pharmacologiques. Pour cela nous avons réalisé les tests phytochimiquessur les
extraits des parties de R. MontanaL. et les feuilles de P.lentiscus L respectivement,
prépares dans différents solvants de polarités différentes (eau, éthanol et éther
diéthylique) par plusieurs modes de préparation.

Ces tests sont en relation entre I’intensit¢ du précipité, de turbidité ou la

coloration et la quantité de la substance recherchée.

Ainsi :
v Une réaction franchement positive est représentée par : +++
v Une réaction moyennement positive est représentée par : ++
v Une réaction faiblement positive est représentée par : +

v L’absence de la substance est représenté par : —

Les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence plusieurs groupes

chimiques. Les résultats sont présentés dans les tableaux n°® 1.7 a9.

<
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Tableau IV.7 : Les résultats des tests phytochimiques des extraits aqueux obtenus
par trois techniques d’extraction (ED, EIl et EM).

: Plantes étudiées | P.lentiscus R.Montana
Les familles ] _ : _ :
Feuilles Feuilles graines Rameaux Tiges Racines
Flavonoides ++ ++ + + + + + -
_5 Alcaloides + + + ++ + + + + + + ++
©
O -
D Tanins +++ + + ++ + +
©
=
o Saponoside +++ - + +++ ++ +
c
§=) .
B anthocynosides + - - - - -
IS
|-
H 7
0 Stérols ++ + + + ++ +
Coumarines ++ ++ + + + +
Flavonoides +++ +++ + + + + -
5 Alcaloides ++ + ++ ++ ++ ++ ++
‘D
=
c Tanins +++ + + ++ + +
(-
<
o Saponoside +++ - + +++ + +
c
2
o anthocynosides + - - i i i
-
=
Ll Stérols ++ + + + + +
Coumarines ++ ++ + + + +
Flavonoides + + ++ + ++ + + -
c
-S Alcaloides + + + ++ + + + + + + +
o
Neb) i
2 Tanins +++ + + ++ + +
S
L -
s Saponoside +++ - + +++ ++ +
s .
= anthocynosides + - - . . _
IS
L Ve
= Stérols ++ + + + + +
L
Coumarines ++ ++ + + + +

ED : extraction par décoction ; EI : extraction par infusion ; EM : extraction par macération

&




Tableau 1V.8 : Les résultats des tests phytochimiques des extraits éthanolique
obtenus par trois techniques d’extraction (ED, El et EM).
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—__ Plantes étudices | P.lentiscus R.Montana
Les familles Feuilles Feuilles graines Rameaux Tiges Racines
Flavonoides + + +++ + + + + )
c
o
= y
8 Alcaloides ++ + ++ + + + + ++ +
3
© .
= Tanins +++ + + ++ + +
o
S Saponoside +++ - + +++ ++ +
=
S .
s anthocynosides + - - - - -
x
m -
Coumarines ++ ++ + + + +
Flavonoides + + ++ + + + + + _
c
§=
2 Alcaloides + + + ++ + + + + + + +
=
= Tanins +++ + + ++ + +
o
5 Saponoside +++ - + +++ ++ +
E=]
(&}
CG -
4; anthocynosides + - - . ; )
L
Coumarines ++ ++ + + + +
- Flavonoides + + ++ + + + + + )
o
B
= Alcaloides ++ + ++ + + + + ++ +
8
©
S Tanins o+t + + ++ + +
T
Q -
c Saponoside +++ - + +++ ++ +
o
[5
@ anthocynosides + - - - - -
)
(i
Coumarines ++ ++ + + + +

¢




Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Tableau 1V.9 : Les résultats des tests phytochimiques des extraits diétherique
obtenus par une seule extraction (ED).

_ P.lentiscus R. Montana
tes étudiées _ ] ) - -
Les familles Feuilles Feuilles graines Rameaux Tiges Racines
Flavonoides + + + + + -
C
Q
§ Alcaloides + + + ++ + + + + + + +
D
© .
— Tanins + + + ++ + +
(4]
o
s Saponoside +++ - + +++ ++ +
g
& )
s Stérols + + + + + +
X
LlJ -
Anthocynosides + - - - - -

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence
de quelques métabolites secondaires.

D’apres ’analyse de ces tableaux ci-dessus, nous constatons que :
v" Les flavonoides existent dans les deux plantes choisies. Ils se trouvent en quantités
plus importantes dans les feuilles par rapport aux autres parties sauf les racines ou

nous avons marqué leur absence durant toutes les extractions.

v Nous avons remarqué que toutes les parties étudiés contiennent les alcaloides par
des quantités équivalentes.

v’ Les tanins sont présents avec des quantités plus importantes dans les feuilles de
P.lentiscus et les rameaux de R. Montana. Leur présence est confirmée par la
réaction avec FeCls.

v' Le test de mousse indique que les saponosides se trouvent presque dans toutes les
organes etudiées. Un seul cas négatif est enregistré dans les feuilles de R. Montana.

v" Les stérols se présentent en quantité équivalentes dans toutes les parties des plantes.

v" La mise en évidence des coumarines s’est manifestée positivement dans tous nos
échantillons.

Enfin, les tests des anthocynosides sont marqués négatif dans les différentes

préparations de R. Montana, par contre les feuilles de P.lentiscus ont révélé un test

positif. Quant & ’extrait éthéré exhibe une pauvreté en métabolites secondaires.
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IV.6. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été estimée par la méthode de
Folin-Ciocalteu [73], qui a éteé choisie pour les raisons suivantes :
« C’est une méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de reproductibilité.
+ La méthode est bien standardisée.
« C’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche a travers le

monde [74].
Les teneurs en composés polyphénols totaux obtenues a partir des extraits

aqueux ont été déterminées grace a une courbe d’étalonnage (figure 1V.1), réalisée
avec un produit de référence, I’acide gallique a différentes concentrations (Tableau

1V.10).

Tableau 1V.10: Absorbances de la gamme de concentration d’acide gallique dans

I’eau.
Concentrationen (mg/mL) 0,0312 | 0,0625 | 0,125 0,25 0,5 1
0,082 | 0,098 | 0,175 0,329 0,636 1,252
Absorbance a 765 nm
0,066 | 0,082 | 0,159 0,313 0,62 1,236
Moyenne de I'absorbance 0,074 | 0,090 | 0,167 0,321 0,628 1,244
1.40 J
1.20
1.00
(]
g080
g 0. 7
o]
2 0.60 /
! -
< >
0.40 /
0.20 //
0.00
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[mg/mL]

Figure 1V.1. Courbe d’étalonnages de I’acide gallique.

Les densités optiques (DO) de nos échantillons analysés par spectrophotometre sont

affichées dans le tableau suivant :
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Tableau 1V.11 : Résultats de dosage des composes phénoliques totaux des extraits.

plante P.lentiscus R. Montana
Extrait Feuilles Feuilles | Graines | Rameaux | Tiges Racines
0,133 0,370 | 0,275 0,370 0,115 0,250
Absorbance a 0,136 0,336 | 0,179 0,310 0,207 0,281
765nm 0,160 0361 | 0217 | 0275 | 0255 | 0,300
,'}i%‘;ir;ggndci 0,143 0,356 | 0,224 0,318 0,192 0,277

Les valeurs obtenues sont exprimée en équivalent d’acide gallique par g de
I’extrait en utilisant 1’équation de type : y = ax +b (tableau IV.12) et illustrée par la

figure IV.2.

Tableau 1V.12 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux de
R.MontanaetP.lentiscusen mg EAG/g d’extrait (mode décoction).

lante Extrait Teneur en mg Equation de la courbe R2
P aqueux EAG/g d’extrait d’étalonnage

ExF 276,00
ExG 167,90

R. Montana
ExRa 244,88 _

Abs = 1,221 [AG] + 0,019 | 0,999

EXT 141,69
ExR 211,30

P.lentiscus ExFP 101,56

Abs : absorbance ; AG : acide gallique.

Teneur des polyphénols totaux
en mg EAG/g d'extrait

300

|

250

200

150

100

50

0
ExF

ExG

ExRa

ExT ExR

ExFP

Organe

Figure 1V.2. Histogrammes illustrant les teneurs des polyphénols totaux des
différents extraits bruts de R. Montana et de P.lentiscus en mg EGA /g d’extrait.

EAG : équivalent d’acide gallique ; EXF : extrait aqueux des feuilles ; EXG : extrait aqueux des
graines ; ExRa : extrait aqueux des rameaux ; EXT : extrait aqueux des tiges ; ExR : extrait aqueux
des racines; EXFP : extrait aqueux des feuilles de P. lentiscus.
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L’analyse des résultats obtenus (figure 1V.2) montre que la teneur en phénols
totaux dans les deux plantes est variable d’un extrait a I’autre. Les teneurs en
polyphénols totaux des différentes fractions de R. Montana varient entre 141, 69 et
276 mg EAG/ g d’extrait. La concentration la plus élevée des phénols a été mesurée
dans I’extrait aqueux des feuilles (ExF) avec un taux de 276 mg EAG/ g d’extrait.

Il est a noter que nous avons enregistré que 1’extrait aqueux des feuilles de
P.lentiscus exhibe la plus faible teneur en phénols totaux avec un taux de 101,56 mg
EAG/ g d’extrait.

Il est important de souligner que I’utilisation d’espece de plante, d’origine
géographique et climatique distinctes ainsi que des méthodes d’extraction et de

dosage différentes réduisent la fiabilité d’une comparaison entre les différents études.

IVV.7. Huile essentielle (HE)

L’huile essentielle de P.lentiscus était extraite uniquement a partir des feuilles
par le montage hydrodistillation.

Tableau 1V.13: Le rendement d’huiles essentielles de P.lentiscus.

Masses en gramme (g) Rendement (%)
Masse d’HE 0,15
0,15
Masse de la prise d’essai 100

On constate que le rendement en huiles essentielles des feuilles est faible, il est
de ’ordre de 0,15%. Ceci corrobore les résultats trouves par Dop et al [75] qui étaient
de 'ordre 0,11 a 0,20% et celui de 0,14% par Amhamdi et al [76].

IV.8. Evaluation du pouvoir antioxydant contre le DPPH

Dans notre étude, la mise en évidence du pouvoir antioxydant des différents
extraits aqueux de deux plantes R.Montana et P.lentiscusa été évaluée par une
technique chimique simple et rapide, il s’agit de piéger le radical libre DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Le composeé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des

composés phénoliques [68].
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Il possede un électron célibataire sur un atome du pont d’azote. La réduction de
ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette caractéristique de la
solution de DPPH a la couleur jaune mesurable par spectrophotométrie a 514-518 nm
(figure 1V.3).

| ' “

+ Antioxvdant-OH + Antioxvdant-O*

DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 1V.3. Réduction d’un antioxydant avec le radical DPPH.*

La mesure de Dl’absorbance (ou densit¢ optique DO) a été effectuée par
spectrophotomeétrie a 515 nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les
pourcentages d’inhibition en utilisant la formule donnée dans le chapitre matériel et
méthodes. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes représentées dans les
figures ci-dessous, qui représentent la variation du pourcentage d’inhibition en
fonction des concentrations de nos extraits. Nous avons déterminé graphiquement la

concentration correspondante a 50 % d’inhibition (ICso).

1V.8.1. Pouvoir d’inhibition (PI) par I’acide ascorbique contre DPPH

L’acide ascorbique a été utilis¢ comme antioxydant de référence pour estimer le
pouvoir de réduction de nos extraits aqueux des deux plantes choisies au cours de

notre étude.

Tableau 1VV.14 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’acide
ascorbique (Ao= 0,747).

Concentraction
de I’acide ascorbique 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
(mg/mL)

Absorbance a 515 nm | 0,090 0,100 0,400 | 0,500 0,599 0,677

% d’ inhibition de
DPPH 87,95 86,61 46,45 | 33,07 19,81 9,37

La variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration en acide

ascorbique a été illustrée par la figure suivante :

0
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IP
100 _
90
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Figure 1V.4. Pourcentage d’inhibition de DPPH par 1’acide ascorbique.

1V.8.2. Ruta Montan L

Dans le présent travail, nous avons ciblé uniquement I’extrait aqueux par la
préparation décoction afin d’évaluer I’activité anti radicalaire contre le radical libre
DPPH.

Tableau VI1.15 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait
aqueux des feuilles.

Feuilles (A, =0,700)
Concentration [mg/mL] 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
Absorbance a 515 nm 0,366 0,382 0,516 0,585 0,6 0,6
Pouvoir d’inhibition (IP) | 47,71 45,43 26,29 16,43 14,29 14,29
IP 100 _
80 |
60 _|
—m
40 |
20 |
0 | | | | | | | | |
0 01 02 03 04 05 06 07 08 009 1 11
[mg/mL]

Figure IV.5. Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux des feuilles.

>
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Tableau IV.16 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait
aqueux des graines.

Graines (Ao =0,700)
Concentration [mg/mL] 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
Absorbance a 515 nm 0,433 | 0,43 0,514 0,588 0,61 0,633
Pouvoir d’inhibition (IP) | 38,14 | 38,57 26,57 16,00 12,86 9,57
IP 100 _
80 _|
60 _|
40 _|
4
20 _|
0 I I I I I I I I I I |
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
[mg/mL]

Figure IV.6. Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux des graines.

Tableau IV.17 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait
aqueux des rameaux.

Rameaux (Ao =0,689)

Concentration [mg/mL] 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
Absorbance a 515 nm 0,243 | 0,251 0,525 0,545 0,563 0,59
Pouvoir d’inhibition (IP) | 64,73 | 63,57 23,80 20,90 18,29 14,37
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IP 100

80

60

40

20

—i
I I I I I I I I I I 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
[mg/mL]

Figure IV.7. Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux des rameaux.

Tableau IV.18 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait

aqueux des tiges.

Tiges (Ao =0,689)
Concentration [mg/mL] 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
Absorbance a 515 nm 0,334 0,382 0,485 0,552 0,557 0,597
Pouvoir d’inhibition (IP) | 51,52 44,56 29,61 19,88 19,16 13,35
IP 100 _
80 _|
60 _|
—0
40 _|
20 |
0
I I I I I I I I I 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,1
[mg/mL]

Figure 1V.8. Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux des tiges.
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Tableau 1V.19 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait
aqueux des racines.

Racines (A, =0,689)
Concentration [mg/mL] 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
Absorbance a 515 nm 0,275 0,351 0,5 0,567 0,584 0,617
Pouvoir d’inhibition (IP) | 60,09 49,06 27,43 17,71 15,24 10,45
IP 100 _
80 _|
60 _|
40 |
20 |
0
| | | | | | | | | | |
0 0,1 02 03 04 05 0,6 07 08 009 1 1,1
[mg/mL]

Figure 1V.9. Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux des racines.

D’apres les résultats obtenus a partir des figures 1V.5 a 1V.9, il apparait que
I’extrait aqueux brut des rameaux plus actif que les autres extraits par un pourcentage
d’inhibition égale 64,73. Mais ce pouvoir antioxydant reste néanmoins nettement

inférieur a celui de I’acide ascorbique qui vaut 87,95.

Le plus faible pouvoir d’inhibition a été trouvé dans 1’extrait aqueux des graines

par une valeur qui valent 38,14%.

1VV.8.3. Pistacia lentiscus L

Pouvoir antioxydant de I’extrait aqueux des feuilles a été évaluée in vitro en
utilisant le radical libre DPPH. Le tableau IV.20 présente le pourcentage d’inhibition

(IP) des différentes concentrations testées.
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Tableau 1V.20 : Absorbances et pourcentages d’inhibition de DPPH de I’extrait
aqueux des feuilles de P. lentiscus.

Feuilles (A, =0,689)

Concentration [mg/mL] 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312

Absorbance a4 515 nm 0,29 0,312 0,35 0,39 0,425 0,602

Pouvoir d’inhibition (IP) | 57,91 | 54,72 | 4920 | 4340 | 3832 | 12,63

IP
100 _
90 |
80
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60 3
Dk bk ket
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40 ="
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Figure 1V.10. Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux
des feuilles de P. lentiscus.

Les résultats montrent que I’extrait aqueux des feuilles exhibe un pouvoir de
réduire le radical DPPH a 57,91% dépassant ainsi les seuils de 50%, contrairement a

quelgues extraits aqueux de R. Montana.

1VV.8.4. Calcul des IC50

La capacité antioxydante de nos différents extraits a été déterminée a partir des
IC50. C’est la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH.
L’IC50 et lactivité antioxydante de I’extrait testé sont inversement proportionnels
[77].

Nous avons calculé les IC50 pour chaque extrait a partir de I’équation

logarithmique de la courbe tracée, les valeurs sont représentées dans le tableau 1V.21.
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Tableau 1V.21 : Valeurs des IC50 des différents extraits et de I’acide Ascorbique.

Extrait Equation 1Cso
aqueux logarithmique [mg/mL]

Feuilles | y=11,142Ln(x) + 46,716 1,342
Graines y =9,5005Ln(x) + 40,085 2,838
R-Montana | pomeaux | y=16,092Ln(x) + 62,167 | 0,469

Tiges y = 11,404Ln(x) + 49,446 1,049
Racines | y=14,807Ln(x) + 55,657 0,683
P. lentiscus Feuilles y = 11,59In(x) + 62,79 0,332

Acide Ascorbique y = 24,99In(x) + 90,55 0,197
y =IP et x = [mg/mL]

D’apres le tableau IV.21, nous remarquons en premier lieu que tous nos extraits

ont des activités moins importantes que la substance de référence, I’acide ascorbique
(Clso = 0,197 mg/mL).
On peut dire que Dextrait des feuilles de P. lentiscus présente une activité
antioxydante intéressante (Clso = 0,332 mg/mL). Mais Cette activité reste néanmoins
nettement inférieure a celle de I’acide ascorbique (Clsg = 0,197 mg/mL), mais il s’agit
d’extrait brut contenant un grand nombre de composés différents. Il est donc tres
probable qu’il contient des composés qui, une fois purifiés, peuvent présenter une
activité comparable a celle de la I’acide ascorbique. En revanche, les extraits aqueux
de R. Montana ont affiché des activités antioxydantes (ICsp) moins importantes
oscillant entre 0,469 et 2, 838 mg/mL.

IV.8.5. Le calcul de ’efficacité antiradicalaire (EAR)

La I’efficacité anti-radicalaire (EAR) de nos échantillons a été déterminée a
partir d’IC50, ce parameétre a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour
présenter leurs résultats.

EAR est inversement proportionnel a I’'ICso (tableau 1V.22).

1
EAR = 1¢50

On constate que, plus la valeur d’IC50 est petite, plus I'activité de I’extrait testé est

grande [78].
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Tableau 1V.22 : Valeurs des efficacités antiradicalaires (EAR) des différents extraits
et de I’acide Ascorbique.

R. Montana P. lentiscus Acide
Extrait Feuilles Grains Rameaux Tiges Racines Feuilles Ascorbique
EAR 0,75 0,35 2,13 0,95 1,46 3,01 5,08

+ D’aprés le tableau 1V.22, nous remarquons en premier lieu que tous nos extraits

ont des activités antiradicalaires moins importantes que la substance de référence,

1’acide ascorbique (5,08).

+ En second lieu, ’extrait des feuilles de P.lentiscus (EAR = 3,01) est généralement

le plus actif par rapport aux autres extraits aqueux.

+ Au sein des extraits aqueux bruts de R. Montana, on peut les classer selon I’ordre

décroissant d’activité antioxydante comme suit : Acide ascorbique>Extrait aqueux

des rameaux >Extrait aqueux des racines>Extrait aqueux des tiges > Extrait

aqueux des feuilles >Extrait aqueux des graines.

En conclusion, de nombreuses études ont établi des relations entre les structures

chimiques des composes phénolique et leur capacités antioxydantes, 1’activité de ces

molécules a piéger les radicaux libres dépend essentiellement de leur structures.

BOLAND et TENHAVE ont postulé en 1947 les réactions selon lesquelles les composes

phénoliques (AH) interférent avec 1’oxydation des lipides en cédant leurs hydrogenes aux

radicaux lipidiques, puis entrent en compétition avec les réactions de propagation [79].

L efficacité de I’antioxydant (AH) augmente si la force de la liaison A-H est

ROO+AH — ROOH+A’

RO +AH—ROH+A’
ROO™+A'—SROOA

RO+A — ROA

faible et le radical (A) résultant doit étre le plus stable possible, ce qui est le cas pour

les composés phénoliques et flavonoides, se sont des meilleurs donneurs d’électron ou
d’hydrogéne [78].
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Plusieurs études ont montrés que les groupements hydroxyles dans les
composés phénoliques sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants [80].

Enfin, les activités de nos extraits sont moyennes en général et sont tres poches
a ceux obtenus par beaucoup de chercheurs.
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CONCLUSION GENERALE

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un
grand intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la
chimiothérapie. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales
représentent une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs
et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie

plus douce sans effets secondaires.

Les extraits naturels issus des plants contiennent une variété des métabolites
secondaires auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes et des

capacités anti- oxydantes.

Ainsi, dans le contexte actuel de recrudescence de I’efficacité et spectre
d’activit¢ des médicaments contre une grande vari€té d’especes bactériennes et
fongiques responsables des infections nosocomiales, la nécessité de la recherche de

nouvelles molécules actives est devenue une nécessité.

Dans ce contexte, nous avons contribue a la valorisation chimique de deux
plantes médicinales, il s’agit de Ruta Montana L (Fidjel) et Pistacia lentiscus L
(Darou) qui sont largement utilisées par la population locale grace a leurs vertus

thérapeutiques remarquables.

Dans le présent travail, notre étude a débuté par une identification botanique
détaillée de R. Montana et de P. lentiscus au département de biologie par le Pr Terras
M, suivie d'un screening phytochimique. Ce dernier est indispensable car il nous
permet d'avoir une idée claire sur les différentes métabolites secondaires existants
dans les différentes parties des plantes et ce malgré I'étude bibliographique poussée

gue nous avons réalisée sur sa composition chimique.

Les tests de caractérisation ont montré que les deux plantes sont riches en
métabolites secondaires ou nous avons constaté la présence des flavonoides, des

tanins, des coumarines, des saponosides, des alcaloides et des stérols.
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Le rendement d’extraction donné par 1’eau était le plus important (9,9 %) pour
les trois modes de préparations choisies a savoir la décoction, I’infusion et la
macération. Quant au I’éthanol lui-méme a révélé un pouvoir d’extractant moins
importantes que I’eau mais meilleur que 1’éther diéthylique.

L’huile essentielle de P. lentiscus obtenue par la technique hydro distillation a
donné un rendement trop faible estimé de 0,15%.

La quantification des composés phénoliques totaux a été évaluée par la
méthode de Folin Ciocalteu en utilisant le spectrophotometre comme un moyen de
dosage. Les résultats ont montré que nos plantes sont riches en phénols surtout R.
Montana par une teneur maximale atteignant a 276 mg EAG/ g d’extrait dans 1’extrait
brut des feuilles. En revanche P. lentiscus a donné la teneur la plus basse de 101,56
mg EAG/ g d’extrait.

Cette étude a permis egalement de mettre en évidence efficacité des
antioxydants présents dans les feuilles de Pistacia lentiscus. Ces derniers sont dotés
d’une activité anti- radicalire importante de 1C50 = 0,332 mg/mL comparable a celle
de l’antioxydant de référence qui I’acide ascorbique (IC50 = 0,197 mg/mL),
encourageant son utilisation dans 1’industrie agroalimentaire comme antioxydant

naturel ainsi que sa valorisation dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste
contribution a la valorisation de Pistacia lentiscus et de Ruta Montana comme deux
plantes médicinales traditionnelles trés largement utilisée par les populations du nord
de I’ Afrique.

<
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Annexe

Les réactions de caractérisation positive

Photo n° 1. Résultat du test des tanins de Ruta Montana : racines (1), tiges (2),
rameaux (3), feuilles (4), graines (5) et feuilles (6) de P. lentiscus (ED, EIl, EM).

Photo n° 2. Les résultats du test des saponoside de Ruta Montana : racines (1), tiges
(2), rameaux (3) ; feuilles (4) ; grains (5) et feuilles (6) de P. Lentiscus.

Photo n° 3. Les résultats du test des flavonoides de Ruta Montana : racines (1), tiges
(2), rameaux (3), feuilles (4), graines (5) et feuilles de P. lentiscus (6).



Annexe

Photo n° 4. Les résultats du test alcaloides de Ruta Montana : racines (1), tiges

(2), rameaux (3), feuilles (4), graines (5) et feuilles de P. lentiscus (6).

Photo n° 5. Les résultats du test Amidon de R. Montana : racines (1), tiges (2),

rameaux (3), feuilles (4), graines (5) et feuilles (6) de P. lentiscus.



RESUME :

Nos travaux de recherche ont porté sur la valorisation phytochimique de deux plantes
médicinales présentes dans notre biomasse et utilisées par la population de Saida: Ruta
Montana L..et (Fidjel) et Pistacia lentiscus L. (Darou). Les résultats des tests de
caractérisations ont révélés la présence de flavonoides, tanins, saponosides, coumarines,
d’alcaloides et de stérols. Les taux d’extraction sont déterminés a partir de trois méthodes
d’extraction a savoir la macération, I’infusion et la décoction en utilisant des solvants de
polarités différentes. Les meilleurs rendements d’extraction sont enregistrés par 1’eau dans les
trois préparations avec une moyenne similaire de 9,8% pour R. Montana et P. lentiscus.
Le dosage des phénols totaux montre que R. Montana riche en polyphénols ou la teneur
maximale été mesurée dans 1’extrait aqueux des feuilles avec une valeur égale a 276 mg
EAG/ g d’extrait. La derniére étape a été consacrée a 1’évaluation de ’activité antioxydante
de nos extraits aqueux bruts contre le radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont montré
que P’extrait aqueux des feuilles de P. lentiscus a une activité antioxydante la plus importante
de 1Cso = 0,332 mg/mL. D’aprées ces résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que les
plantes étudiées possédent des acticités biologiques intéressantes qui méritent d’étre
approfondies.

Mots clés : Méthode d’extraction, DPPH, Ruta Montana L, Pistacia lentiscus L.

ABSTRACT :

Our research focused on the phytochemical enhancement of two medicinal plants
present in our biomass and used by the population of Saida: Ruta Montana L., and
and Pistacia lentiscus L. The results of the characterization tests revealed the presence
of flavonoids, tannins, saponosids, coumarins, alkaloids and sterols. Extraction rates
are determined from three extraction methods namely maceration, infusion and
decoction using solvents of different polarities. The best extraction yields are recorded
by water in all three preparations with a similar average of 9.8% for R. Montana and
P. lentiscus. The determination of total phenols shows that R. Montana rich in polyphenols
or the maximum content was measured in the aqueous extract of the leaves with a value equal
to 276 mg EAG / g of extract. The last step was devoted to the evaluation of the antioxidant
activity of our crude aqueous extracts against the free radical DPPH. The results obtained
showed that the aqueous extract of the leaves of P. lentiscus has important antioxidant activity
by a value 1Cso = 0.332 mg / mL. Based on these results obtained in this work, we can say that
the plants studied have interesting biological activities that deserve to be further explored.
Key words: Extraction method, DPPH, Ruta Montana L, Pistacia lentiscus L.
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