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Résumé

La présente recherche sert a étudier la composition chimique et de I’activité
biologique de I’extrait éthanolique des feuilles de la plante Ilex aquifolium L. L’extrait
¢thanolique des feuilles de la plante est obtenu par macération a 1’éthanol du broyat des

feuilles bien séchées.

Le rendement d’extraction est équivalent a 12,77 %. L’analyse phytochimique
qualitative montre la présence de plusieurs composants (flavonoides, polyphénols,
alcaloides, saponosides, stérols, triterpénes, oses, holosides, terpénoides, tanins et autres)
avec ’absence des composées réducteurs. Une chromatographie sur couche mince

(CCM) reévele la présence de plusieurs familles des composants phénoliques.

L’¢étude quantitative de I’extrait comporte le dosage des polyphénols par la
méthode de Folin Ciocalteu qui donnée 106.8 mg Acide Gallique /g d’extrait, et des
flavonoides par le trichlorure d’aluminium qui révéle une concentration de 50.63 mg

Quercetine /g d’extrait.

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante nous avons utilis¢ la technique de
Piegeage du Radical Libre DPPH, qui montre une concentration inhibitrice de 50% des
radicaux libres (ICsp) équivalente a 0.73mg d’extrait avec un pouvoir anti radicalaire

(ARP) de 1.36 ce qui montre une capacité antioxydante relativement élevée.

D’apres cette étude on conclue que les feuilles de la plante sont riches en
composants phénoliques, qui sont a ’origine d’une activité antioxydante élevée et ce qui

permet leur utilisation pour la prévention de plusieurs maladies.

Mot clé : llex aquifolium L, Etude phytochimique, activité antioxydante, CCM, plante

médicinale.



Abstract

This study aims to investigate the phytochemical composition and biological
activity of Ilex aquifolium L leaves ethanolic extract. The ethanolic extract was obtained

by maceration of well-dried powdered leaves in ethanol solvent.

The extraction yield is about 12.77%. The phytochemical study showed the
presence of various components (flavonoids, polyphenols, alkaloids, saponosides, sterols,
triterpenes, oses, holosides, terpenoids, tannins and others) with the absence of reducing
compounds. Thin layer chromatography (TLC) reveals the presence of several families of

phenolic components.

The Determination of Total Phenolic compounds was investigated by Folin-
Ciocalteu method. The results revealed the presence of 106.8 mg Gallic acid / g leaves
extract. Moreover, flavonoids content were dertminated using aluminum trichloride

method, which reveals a concentration of 50.63 mg Quercetin / g leaves extract.

The antioxidant activity was determined using DPPH method (Free Radical
Scavenging technique). The results showed a significant antioxidant activity with an I1Cs

equal to 0.73mg and an anti-radical power (ARP) equal to 1.36.

Key words: llex aquifolium L, Phytochemical study, antioxidant activity, TLC |,

medicinal plant.
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Introduction

La science est une entité unis, une seule source de la connaissance avec beaucoup
des filiéres dans tous les domaines dont les nouvelles découvertes en sciences biologiques
ont la méme valeur et crédibilité en sciences chimique et médicales en simultanéité¢ 1'un

support et confirme les résultats de I’autre.

Le recours aux plantes médicinales dans la vie quotidienne était indispensable,
infiniment précieux. C’est pour cela au tant que des biologistes il est porté a notre
responsabilité de vérifier les plantes médicinales, leurs compostions en métabolites

secondaires, activités biologique, toxicité.

L’étude de [TDactivit¢é biologique des plantes médicinale est une
nécessité scientifique afin de déterminer les propriétés thérapeutiques de ces plantes. Car
le but principal de I’étude des activités biologiques est de trouver des sources
médicamenteuses a base de plante qui sont efficients a faibles dose et colt diminuée pour

remplacer les médicaments chimiquement synthétise.

L’étude de I’activité biologique comporte aussi une etude phytochimique des
composants principaux et des métabolites secondaires présence des substances et dosage

de ces derniers.

Pour cela notre théme intitulée « Etude de la composition chimique et de

’activité biologique de I’extrait éthanoique de la plante ilex aquifolium L» pend place.
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Chapitre | Plante médicinale

1. Définition d’une plante médicinale :

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise comme une «
drogue végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou
une partie de plante, utilisées en 1’état, soit le plus souvent sous la forme desséchée,
soit a I’état frais. L expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue, désigne
donc une matiere premiere naturelle servant a la fabrication des médicaments.
(Mohamdi Z., 2013)

Une « plante médicinale » est une entité végétale qu’il faut regarder comme un
« 8tre » particulier, adapté a son biotope, avec son port, ses couleurs, sa saveur, et son

pouvoir d’agir sur la santé. (Coqueret D.,2017)
2. Phytothérapie :

La Phytothérapie est une médecine qui utilise des plantes - ou la seule "partie
active" de ces plantes - ayant des propriétés thérapeutiques. Ces plantes sont appelées
"plantes medicinales”. Les préparations peuvent étre obtenues par macération,
infusion, décoction, ou sous forme de teinture, poudre totale, extraits, etc. Les plantes
médicinales peuvent étre des espéces cultivées mais dans la plupart des cas des especes
sauvages. (Mohamdi Z., 2013)

3. Métabolites secondaires :

Ces plantes medicinales contiennent un grand nombre de métabolites qui ont
des intéréts multiples mis a profit en pharmacologie, dans I’industrie alimentaire et en
cosmétologie. Parmi ces principes actifs, on retrouve les composés phénoliques, les
coumarines, les alcaloides, les saponosides, les mucilages, les composes volatils, les

stérols et les terpénes. (Koudoro et al., 2018)
3.1. Composés phénoliques :

Les composés phénoliques représentent un terme générique qui désigne un
ensemble vaste de substances aromatiques appartenant aux groupes des métabolites
secondaires, souvent considérées comme métaboliqguement inactives. Sur le plan
structural, les composés phénoliques se caractérisent par la présence d’au moins un

noyau aromatique a 6 atomes de carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de
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substituants hydroxyles (figure 01). A I’heure actuelle, plus de 8000 composés

répondant a ces critéres ont été isolés et identifiés. (Hassaine A., 2020)

O H ' Groupement hydroxyle

Figure 1 : Formule chimique brute d’une fonction phénol (C¢HsOH). (Hassaine
A., 2020)

3.1.1. Polyphénols :

Les polyphénols sont des phytomicro-nutriments synthétisés par les vegétaux et
qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes

contre les agressions environnementales. (Gee et Johnson., 2001)

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés
naturels, sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de
la moitié des polyphénols ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des
flavonoides ; les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes

existent en nombres considérables. (Gee et Johnson., 2001)

3.1.2. Flavonoides :

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui
sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Les
flavonoides sont rencontrés dans les fruits (notamment du genre Citrus ou ils
représentent jusqu’a 1 % des fruits frais) et les légumes. Des boissons telles que le vin
rouge, le thé, le café et la biere en contiennent également des quantités importantes.
Les flavonoides sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales. Des
remedes a base de plantes renfermant des flavonoides ont été (et sont) utilisés en
médecine traditionnelle de par le monde. Les travaux relatifs aux flavonoides se sont

multipliés depuis la découverte du « French paradox », correspondant a un bas taux de
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mortalité cardiovasculaire observé chez des populations méditerranéennes associant
une consommation de vin rouge & une prise importante des graisses saturées. (K.
Ghedira., 2005)

Les flavonoides représentent la classe des pigments la plus répandue dans le
monde vegétal apres la chlorophylle et les caroténoides. Ils sont impliqués dans
’action protectrice contre les effets nocifs de la lumiére UV. De plus ils sont connus

pour participer au processus de pollinisation ainsi qu’a la croissance des végétaux.

(Stalikas, C.D., 2007)

Autrement dite sont des composés naturels polyphénoliques ayant en commun
la structure du diphényl propane (C6-C3-C6).0u les deux noyaux benzéniques sont liés
par un pont de 3 carbones.

8
,/
A
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3
/
o /\\
\

Figure 2 : Structure de base des flavonoides (Hassaine A., 2020).
3.1.3. Tanins:

Les tanins sont des composés phénoliques d’un poids moléculaire compris entre
500 et 20000 Day; ils doivent leur nom a leur capacité a precipiter les protéines. Ils sont
largement présents dans les diverses especes botaniques, notamment chez les végétaux

supérieurs. (Messaoudan ., 2019)
Dans la grande diversité des tanins végétaux, deux groupes se distinguent.

Les tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters de glucides et d’acides
phénols, ils sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes en oses
(généralement le glucose) et en acides phénols. Selon la nature de I’acide phénol on

distingue :
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e Tanins galliques ou gallo-tanins. Ils libérent par hydrolyse I’acide gallique
et leurs dérives galloylés.

e Tanins ellagiques ou ellagi-tanins. lls liberent par hydrolyse le sucre
accompagné de I'acide gallique, les acides ellagique,
hexahydroxydiphénique, valonique etc.

Les tanins condensés : Les tanins condensés sont des composés non
hydrolysables ayant un poids moléculaire plus élevé, issus de la polymérisation
d’unités flavan-3-ols en dimeres, oligoméres (2-10 monomeres) et polymeres (>10
monomeéres), qui sont hydroxylés en position 3. Cette condensation leur confere une
structure voisine a celle des flavonoides (Figure 2). La variation structurelle des tanins
condensés est due aux différentes unités, aux positions, orientations et types des
liaisons inter-flavonoides. Les unités flavan-3-ols les plus courantes trouvées dans les
tanins condensés comprennent la catéchine, I’epicatéchine, la gallocatéchine et

I’épigallocatéchine (Figure 2). (Naumann et al., 2017)

Les phlorotanins C’est un groupe de tanins récemment isolé chez différents

types d’algues. (Messaoudan ,. 2019)
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Chapitre 11 Plante llex Aguifolium L

1. Généralité

llex aquifolium L (Aquifoliaceae), le houx européen, ou bien Le houx anglais
était un favori pour une utilisation lors de festivals & Roman une fois. Les premiers
Grecs l'appelaient Holly Agria, ce qui signifie sauvage houx ou houx des champs. Les
Romains ont inventé le mot Agri - folium puis aquifolium d'acutum, signifiant pointu,
et folium, une feuille, d'ou le nom spécifique. Il est un arbuste ou un petit arbre au
feuillage persistant, Ses feuilles vert foncé brillantes servent d'ornement pour Noél.
Fleurs petites et blanches ou roses et odorantes apparaissent entre avril et juillet. Bien
connu pour ses baies rouges qui sont les symboles de I'hiver d'environ 8 mm de
diamétre, qui poussent pendant la période aolt-décembre. Il présente des fruits
dangereux provoquant des troubles digestifs et nerveux.

Dans la médecine populaire, les feuilles d'l. aquifolium L ont été utilisées pour
leurs propriétés therapeutiques Ils sont considérés comme antipyrétiques, astringents et
diurétiques, Ils étaient également utilisés pour traiter les fievres intermittentes, les

rhumatismes et le bronchite ou comme agents expectorants. (Alikaridis., 1987)

Autrement, les feuilles et les fruits d'l. aquifolium L ont également éte utilises pour
traiter les cancers du foie, de I'estomac et des intestins que la jaunisse et le paludisme.
(Nahar et al., 2005)

Divers extraits de feuilles d'l. aquifolium L (hexane, chloroforme, acétate d'éthyle
et éthanol) ont montré des activités antibactériennes modérées. (Erdemoglu et al.,
2009). Cependant, 1. aquifolium L affiche un niveau élevé de toxicité. Par exemple, on
rapporte que des enfants ont été empoisonnés apres avoir ingéré des fruits de houx et
présentait des symptomes tels que diarrhée, vomissements et troubles gastro-
intestinaux causes par un cyano-glycoside,2-B-D-glucopyranosyloxy-p-hydroxy-6,7-
dihydromandelonitrile.(Palu et al.,2019)

2. Origine et distribution de la plante :

I. aquifolium L, est une espéce méditerranéenne et atlantique, surtout dans le
Nord-Ouest d'Afrique, d'Asie occidentale et d'Europe. La présence de cet arbuste a
l'ouest Européenne est indigéne. (Aas G., 2021) A I'Afrique du Nord, au massif du

Caucase, au Nord de I'lran et dans certains endroits en Chine. (F Zhang et al., 2021)
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Il est vraisemblablement arrivé aux Etats-Unis avec les premiers colons anglais.
Un peu partout en France et en Europe, rarement en région méditerranéenne. Europe
occidentale (Scandinavie, Grande Bretagne jusqu'au Caucase), Europe méridionale,
Asie Mineure (jusqu'en Perse), Afrique du Nord et Asie septentrionale. (Brunu A.,
2011)

Il est naturel en Australie, en Nouvelle-Zélande, en Amérique du Nord (les
unités d'état) et dans le Pacifique Centre-Nord (Hawaii).ll est cultivé de la Virginie au
Texas, sur la cbte Pacifique et en Colombie-Britannique. On le trouve en Catalogne,
dans toutes les régions, des vallées pré-cotieres aux Pyrénées, a l'exception des terres
de Lleida. (Gonzéalez et Pallisé, 2014)

-

B natirliche Verbreitung
X Isolierte Vorkommen

\ spontane Vorkommen
nach Verwilderung

Figure 3 : La distribution d’ilex aquifolium L en Europe et Afrique du nord. (Aas G.,
2021)
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3. Place dans la systématique :

Tableau 1 : Classification botanique d’Ilex aquifolium L. (Ould hennia et Boubekki., 2018)

Régne Plantes
Sous —regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous —classe Rosidae
Ordre Celastrales
Famille Aquifoliaceae
Genre Ilex
Espece Ilex aquifolium

4. Description Botanique de la plante

Grand arbuste ou arbre De Ila famille (Aquifoliacées) a feuilles
persistantes atteignant 24m de haut, souvent de forme pyramidale, avec des
feuilles vertes épaisses et brillantes, de petites fleurs blanches et des baies
rouges. La plante est généralement a tige unique, mais peut germer dans des
fourrés a plusieurs tiges. L'écorce est lisse et verte sur les jeunes branches,
devenant grise avec l'dge. Les feuilles sont alternes, simples (simples) et
persistantes. Les limbes des feuilles sont de forme (ovale) a presque
rectangulaire, 4-8cm de long et 3-5cm pouces de large. Les bords des
feuilles sont ondulés et a dents épineuses, mais les feuilles peuvent aussi
étre lisses. Bordé (entier) sur la méme plante. Les dents épineuses sont
triangulaires, grossiéres, raides, pointues et géneralement moins de 20 par
feuille adulte. Les tiges des feuilles (pétioles) sont courtes. La face

supérieure de la feuille est brillante, vert foncé, épaisse et cireuse, sans
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poils, et la face inférieure est vert terne sans poils. (Gray, Andrew
N.,2011)

Les fleurs sont parfumées et disposées en longues grappes ramifiées ou les
feuilles s'attachent aux branches (aisselles), avec des fleurs males et femelles séparées
plantes (dioiques). Les fleurs sont petites, 0.6cm pouce de diametre, avec 4 pétales
blancs fusionnés a la base, 4 sépales également soudés a la base, et 4 étamines sur les

fleurs males

Figure 4 : Fleurs males d’ilex aquifolium (photo personnel)
Fruits et graines : Le fruit est rond, rouge et ressemble a une baie (drupe) avec
des sépales persistants, 0.8cm de diameétre et avec 4 (2-8) graines dures a parois

épaisses. (Gray, Andrew., N2011)

Figure 5 : Aspects morphologiques d’Ilex aquifolium L. (Brunu A., 2011)
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C'est une plante dioique, ce qui signifie qu'il y a des houx qui portent des fleurs
femelles (n'ayant que l'ovaire, le style et le stigmate) et les houx portant des fleurs
males (ayant uniquement les étamines et les anthéres). Sur plantes femelles, a fleurs
fécondées (pour avoir les plantes fruitieres des deux sexes doivent étre proches), les
fruits naissent, qui sont des drupes globuleux, pédonculé, ombiliqué, rouge vif a bleuté
(a maturité). (Brunu A., 2011)

5. Composition chimiques :

Plusieurs études sur la composition chimique d’I. aquifolium L ont rapporté la
présence dans la plante d'anthocyanes, des flavonoides, des terpénoides, des stérols,
d'acides aminés, d'alcaloides, d'acides gras, d'alcools, des glucides, des caroténoides,

des glycosides cyanogenes, des phénols et d'acides phénoliques. (Sun et al., 2000)

La plupart des composes triterpénoides des plantes médicinales sont des
glycosides de saponine avec l'attachement de diverses molécules de sucre a l'unité

triterpénique .(Lindsey et al., 2003)

La plante contient un principe amer, l'ilicine, Alcaloides. (Ould hennia et
Boubekki,. 2018), plus l'ilexanthine (colorant jaune), la théobromine (dans les feuilles)
et l'acide caféique (& ne pas confondre avec le café ou la caféine). La théobromine a
des effets bronchodilatateurs, elle a donc été utilisée dans le traitement de I'asthme.
L'extrait éthanoique du fruit du houx contient des glycosides cyanogénes. L'analyse de
I'extrait méthanolique de graines de houx a révélé deux dérivés phénylacétiques aux
propriétés antioxydante, l'acide 2,4-dihydroxyphénylacétique et son ester méthylique.
(Nahar et al., 2005)

I. aquifolium L contenait I'acide ursoliqgue comme composant principal, qui
était suivi par l'acide oléanolique et quelques composants mineurs tels que 1'a-amyrine

et les esters de B-amyrine et le B-sitostérol. (Palu et al., 2019)

6. I’Utilisation traditionnel des feuilles d’I. aquifolium L :

Les progres dans 1'¢lucidation des constituants chimiques d’ilex espéce offre un
apergu possible de la base chimique probable de I’'usage traditionnels de ces plantes.

Les feuilles d’I. aquifolium L ont été traditionnellement utilisées comme :
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Diaphorétiques, expectorantes, fébrifuges et toniques, elles sont considérées
comme sudorifiques, elles ont donc été utilisées contre les rhumes catarrhaux, la
pleurésie, la fiévre intermittente, la variole, les rhumatismes pour leurs propriétés
antipyrétiques, ainsi qu'un astringent, et un diurétique, Waud (1931,1932) a rapporté
qu'une poudre séchée émulsion issue des feuilles et des baies de I. aquifolium L et I.
opaca a l'action pharmacologique de la digitaline. Selon des auteurs, l'explication
pouvait étre trouvée dans la mesure ou les vitamines adéquates étaient tirées du maté,

qui était utilisé comme boisson. (Alikaridis F., 1987)

7. Etudes précédants a propos de cette plante :

Parmi les études précédentes effectuées a propos de plant llex aquifolium L.

On peut citer ces deux études :

7.1. Etude de P’activité antimicrobienne de I’extrait de la plantes Ilex

aquifolium L :

Cette étude est réaliser par (Erdemoglu et al., 2009) démontre que 1’extrait de
la plante 1. aquifolium a un pouvoir antimicrobienne modére, les méthodes et résultats

sont comme suite :

Une extraction par L'éthanol, l'acétate d'éthyle, le chloroforme et le n-hexane
ont etait préparés a partir des feuilles d'l. aquifolium L, ils ont été testés contre
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, Proteus wvulgaris, Salmonella typhimurium et Candida albicans) pour
I'évaluation antibactérienne et antifongique a l'aide de la sensibilité du bouillon de

microdilution essai.

L’activité antimicrobienne des extraits bruts d'l. aquifolium L a été évaluée par
dosage a I’Alamar bleu sur microplaque. Les résultats ont montré que les extraits
testés, a l'exception du n-hexane, possédaient une activité antibactérienne et

antifongique modérée variant de 62,5 a 250 pg/ml.

En revanche, l'extrait éthanoique de feuilles présentait une valeur de
concentration minimale inhibitrice (CMI) contre Mycobacterium tuberculosis Hz7Ra de
200 pg/ml.

11
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7.2 Etude de ’activité antioxydante de I’extrait des grains de la plante :

L’activité antioxydante de I’extrait des grains de la plante a était tester par
(Nahar et al) en 2005 révéle un pouvoir modéré de I’extrait les méthodes et résultat

son présenté comme suit :

L’extrait au méthanol des graines d'llex aquifolium L a donné deux dérivés

antioxydants de l'acide phénylacétique ; acide 2.4-dihydroxyphénylacétique (1) et

acide 2.4-dihydroxyphénylacétique ester méthylique (2). les deux dérivée sont
déterminer par ’analyse HPLC et les structures ont été déterminées par des méthodes
spectroscopiques, dans le test DPPH pour l'activité antioxydante, les valeurs 1C50 de 1
et 2 étaient de 1,50x10°° et 2,55x10 % mg/ml, respectivement, comparativement & 2,88

x 10> mg/ml de quercétine, un référence antioxydant naturel.

Tableau 2 : Activité antioxydante de I’extrait des grains de la plante I. aquifolium L.
(Nahar et al,. 2004)

L’extrait Dérivé IC50
Méthanolique acide 2,4- 1,50 x 10°°
dihydroxyphenylacétique
acide 2,4- 2,55x10°°
dihydroxyphénylacétique
ester methylique
Quercétine 2,88x10°
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1. Matériel végétal

Le matériel végetal est constitué des feuilles de la plante llex aquifolium L.
identifiées selon le Guide illustré de la flore algérienne 2012, récolté a Seraidi, wilaya
d’Annaba a (36°55N, 7°38E) le 26/01/2022

Figure 6: Photo prise & I’endroit de récolte. (Commune de Seraidi, Annaba)
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2. Préparation de Iextrait :

Apres lavage des feuilles de la plante récoltée, elles ont été sechées a I’abri de
la lumiére du soleil puis broyées en poudre. Le broyat obtenu constitue la matiére
séche qui va servir & la préparation de I’extrait éthanoique comme suit :

- 100g de poudre de la plante est Macéré dans 500ml d’éthanol pure a 96%

pendant 24h. Apreés filtration, le filtrat est évapore dans un rotavapor a 45°C
puis lyophilisé, le lyophilisat est pesé pour calculer le rendement de

I’extraction.

Figure 7: L’évaporateur rotatif. (Photo prise au labo 13)
Suite a cette extraction on a obtenu notre extrait éthanoique
3. Etude phytochimique des extraits
3.1 Analyse qualitative
Tests préliminaires de la composition chimique de I'extrait :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur une solution de I’extrait

éthanolique, selon les méthodes décrites par Trease et Evans (1983).

3.1.1. Alcaloides:

Evaporer 20 ml de I’extrait méthanolique de chaque plante a sec, ajouter 5 ml
d’HCI1 (2N) au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser les

tests avec le réactif de Mayer. Introduire 1 ml de filtrat dans un tube a essais puis

14
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ajouter 5 gouttes de réactif. La présence d’alcaloides est indiquée par la formation d’un
précipité blanc jaunatre.
3.1.2 Tanin:

Agiter 2 ml de la solution a tester avec 2ml eau distillée, ajouter 2 a 3 gouttes
de solution de FeCl3. Un test positif est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-
noire ou verdatre

3.1.3 Flavonoides :

Macérer 10g de la poudre seche dans 150 ml d’HCI dilué a 1% pendant 24h,
filtrer et procéder au test suivant : prendre 10 ml du filtrat, rendu basique par I’ajout du
NH,OH en utilisant le pH metre. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une
couleur jaune dans la partie supérieure de tube a essai. (Edeogal et al., 2005)

3.1.4 Saponosides :

5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée
pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la
présence des saponosides.

3.1.5 Stérols et triterpénes :

Dans un bécher, introduire Sml de I’extrait a analyser, ajouter Sml d’anhydride
acétique, 5ml de chloroforme et 1 ml d’acide sulfurique (H,SO,4) concentré dans la
paroi de bécher sans agiter. Laisser reposer 20 min. La formation d’un anneau rouge
brunatre a la zone de contact deux liquides et une coloration violette de la couche
surnageante révelent la présence de stérols et triterpenes.

3.1.6 Composes réducteurs :

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0,5ml réactif A et
0,5ml réactif B) a 1ml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08 min dans un bain
marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composes réducteurs.

3.1.7 Lescoumarines :

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube, ajouter 0,5 ml de NH,OH, mélanger et
observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des

coumarines.
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3.1.8 Oses et holosides :

Introduire les 5 ml de décocté aqueux a 10% au résidu obtenu dans un bécher
de 100ml et évaporer a sec au bain-marie, 2 a 3 gouttes de H,SO, et aprés 5 minutes,
additionner 03 a 04 gouttes d’éthanol. Le développement d’une coloration rouge révele

la présence d’oses et holosides. (Karumi et al., 2004)

3.1.9 Mucilages

Introduire 1 ml du décocté a 10 % dans un tube a essai et ajouté 5 ml d’éthanol
absolu. Aprés une dizaine de minutes, I’obtention d’un précipité floconneux par
mélange, indique la présence de mucilages.

3.1.10 Terpénoides

Dans un tube a essai, ajouter a 2 ml d’extrait, 2ml de chloroforme et 2 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase

indique la présence des terpénoides.

NB : Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité, de turbidité et la coloration
est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Ainsi :

- Une réaction faiblement positive est représentée par : +.

- L’absence de la substance est représenté par : -

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

3.2 Analyse Quantitative
3.2.1 Dosage Des Polyphénols :

La teneur en composés phénoliques des extraits a été estimée par la méthode de
Folin-ciocalteu selon (Li et al., 2007) basée sur la réduction en milieux alcalin de la
mixture phosphotungstic (WO, ) phosphomolybdic (MnO, ) du réactif de Folin par
les groupement oxydables des composés poly phénoliques, conduisant a la formation
de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption dont I’intensité est proportionnelle & la quantité de polyphénols présents
dans I’échantillon. (George et al., 2005)

Brievement, 1 ml de réactif de Folin (dilué 10 fois) est ajouté a 200 ul

d’échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions
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convenables, Aprés 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium sont
additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 heures d’incubation a température ambiante
I’absorbance est mesurée & 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite
d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-200 pg/ml) et est exprimée en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.

3.2.2 Dosage Des Flavonoides :

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les deux extraits selon la
méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996). Briévement, les
échantillons sont prépares par la dissolution de 1mg (extrait) / ml (méthanol). 1 ml de
chaque échantillon est ajouté 1 ml de la solution d’AICI3. Dix minutes aprés le debut
de la réaction, I’absorbance est lue a 430 nm.

Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (0-40 pg/ml), pour
calculer la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage

sont exprimes en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de lyophilisat.

3.2.3 Evaluation de I’activité antioxydante « Piégeage du radical libre
DPPH » :

Pour étudier I’activité antiradicalaire de I’extrait, nous avons opté pour la méthode
qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement instable qui absorbe dans le
visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm. Le test consiste a mettre le radical DPPH
(de couleur violette), en présence des molécules dites anti oxydantes afin de mesurer
leur capacité a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine: de couleur
jaune) n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance
(Sanchez- moreno., 2002).

25 pl des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 pl
DPPH, le mélange est laissé¢ a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport
au contr6le négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517
nm. L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous. (Mansouri et al.,

2005) :
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(Abs controle) — (Abs échantillon) o

% d avtivité antiradicalaire = 100

(Abs controle)

L’activité antioxydante de I’extrait vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée par
spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

| P . ;

+ Antioxydant-OH t Antioxydant-O'

4 » N
e NH
ON A~ _NO; ON_ L _NO,
DPPH (violet) DPPH-H (jaune)

Figure 8: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant
de 0 a 2 mg/ml pour I’acide ascorbique et I’extrait. Les différentes densités optiques
ont permis de tracer une courbe d’allure exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une
relation proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la
concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel.

e Calcul des IC50

IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire
50% de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des extraits testées (Torres et al,. 2006)

N.B: L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif.

3.2.4  Séparation et identification par chromatographie sur couche mince
(C.C.M):

C’est une méthode rapide de contrdle dont I’adsorbant ou phase stationnaire est
constitu¢ d’une couche mince et uniforme, de 0,25 mm d’épaisseur, de silice séchée,
finement pulvérisée et appliqué sur un support approprié¢ (feuille d’aluminium ou de
verre). La phase mobile ou éluant se propage a la surface de la plaque par capillarité.

Phase stationnaire Des plaques de silice Kiesel gel 60F254 de 0,2 mm d'épaisseur
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(Merck) ont été employées pour la chromatographie sur couche mince en phase

normale.

Phase mobile : Solvants : Acétate d’éthyle - méthanol - eau distillée aux Proportions
de : (100V : 135V : 10V).

- Dép6ts de la solution a tester

- Déposer 8ul de chaque extrait sur la plaque a I’aide d’un capillaire.

- Déposer 8 pl de quercétine (la référence standard).

A- Migration

Introduire la plaque dans la cuve a chromatographie contenant 1’¢luant approprié. La
phase mobile parcourt alors la phase stationnaire provoquant ainsi une succession de
partage des constituants entre les deux phases, ce qui permet une séparation des
constituants entre les deux phases.

B- Révélations

Pour révéler les taches de substances sur la plaque, on utilise soit la détection UV, soit
la Ninihydrine (Oomah,. 2003) Aprés évaporation de I'éluant, les plaques sont

pulvérisees par la Ninhydrine.

3.2.5 : Etude statistique

L’ ¢étude statistique a été réalisée avec le logiciel Graph Pad Prism 8.0.1. une
analyse de variance a éte faite par un test One Way ANOVA suivi par un test post-hoc
de Dunnett.
Les résultats sont exprimés par la moyenne = SEM . Les différences ont été

considérées significatives a P <0.05.

19



Chapitre |11

Reésultats




Chapitre 11

1. Détermination de rendement :

L'extrait éthanoique récupéré apres évaporation a sec et sous pressions réduite

suivis d’une lyophilisation a été pesé pour déterminer le poids sec résultant, cet extrait

renferme les flavonoides et les composés phénoliques.

Le rendement exprimé en pourcentage a été déterminé par rapport a 100g de la

poudre fine. Subissant une extraction douce a température ambiante durant 24 heures

(répétée trois fois), voir tableau 3 et figure 9

Tableau 3 : Le rendement d'extrait éthanoique d’Tlex aquifolium L

Ilex aquifolium L

87.23%

Rendement en gramme (g) 12.774
Rendement en pourcentage 12.77%
12.77%
Oextrait
Ofiltrat

Figure 9: Représentation graphique du rendement des feuilles d’Ilex aquifolium L

Apres I’extraction éthanoique
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2. Etude Phytochimique de L’extrait
2.1. Analyse qualitative :

L’étude phytochimique qualitative montre la présence de plusieurs composants
(flavonoides, polyphénols, alcaloides, saponosides, stérols, triterpenes, oses, holosides
et les terpénoides les tanins et autres) avec I’absence des composées réducteurs.

Tableau 4 : Test préliminaires de présence des substances chimique (Screening

Chimique)
N° Composant Extrait éthanoique
01 Alcaloides +
02 Tanin +
03 Flavonoides +
04 Saponosides +
05 Stérols et triterpénes +
06 Composé réducteur -
07 Les coumarines +
08 Oses et holosides +
09 Mucilages +
10 Terpénoides +

2.2. Analyse Quantitative:
2.2.1 Dosages Des Polyphénols :

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu montre en
plus de sa sensibilité, une reproductivité puisque 1’absorbance est étroitement corrélée
a la concentration de I’acide gallique utilisé dans la gamme étalon, r = 0.99 (Annexe).

Les résultats de dosage de polyphénols révelent que I’extrait éthanolique des
feuilles d’Ilex aquifolium L contient 106,8 + 5,85 mg d’équivalent d’acide gallique / g
de lyophilisat. Tableau 5
2.2.2 Dosages Des flavonoides :

L’évaluation quantitative des flavonoides (la quercétine sert de standard)
montre une corrélation positive entre la variation de ce flavonoide (0 a 40 pg/ml) et

I’absorbance avec un coefficient de corrélation r = 0.99 (Annexe)

21




Chapitre 11 Résultats

Les teneurs en flavonoides varient dans les mémes proportions que celle des
polyphénols : les résultats révélent la présence de 50.63 + 9.32 mg Q/g extrait. Voire
Tableau 5

Tableau 5: Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans I’extrait éthanoique

des feuilles d’Ilex aquifolium L

Teneur en polyphénols (mg | Teneur en flavonoides (mg
EAG /g) Q/g extrait)

Ilex aquifolium L 106,8 + 5,85 50.63 +9.32

3. évaluation de ’activité antioxydante :

La méthode de DPPH basée sur la réduction d’une solution alcoolique de
DPPH en presence d'un antioxydant qui donne un hydrogene ou un électron. la forme
non radicalaire DPPH-h est formée.

L’¢évaluation de l'activité antioxydante de I’extrait éthanoique de plante ilex
aquifolium L a été fait en comparaison avec celle d’un fort antioxydant ; 1’acide

ascorbique.

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm

provoguée par la présence des extraits.

L’activité antioxydante de notre extrait est exprimée en ICsy, et est de
0.73mg/ml, elle définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
des radicaux libres de DPPH. Cette ICsq est déterminée graphiqguement en comparaison

avec celle de I’acide ascorbique (0.032mg/ml).

Un autre parametre exprime la puissance anti radicalaire a été calculée a partir
du premier parametre noté : "ARP" (pouvoir anti radicalaire, égale a 1/1Csp). Plus ces
valeurs ne tendent pas et s’éloignent du zéro, plus la puissance antioxydante augmente.

Les résultats du test sont représenté au tableau 6 et figures 10 suivant :
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Tableau 6: L’activité antioxydante et le coefficient de détermination et pouvoir anti

radicalaire de la plante 1. aquifolium L

Plante Extrait 1Cs ARP
I. aquifolium L Extrait 0,73 mg/ml 1.36
Ethanoique
Acide Ascorbique 0,032mg/ml 31.25
100- Ethanolique -& A.Ascorbique
X
c 80+
o
E
= 60
£
%’v 40+
5
o
5 20+
o
[a
0=
I I I I 1
100 200 300 400 500
Concentration (pg/ml)
800 =
600 — mmmm A _Ascorbique
= Ethanolique
S 400-
&
200 —
0 - —

L] L]
A.Ascorbique Ethanolique

Echantillons testés

Figure 10: Représentation graphique de 1’effet anti radicalaire avec ICsq d’Ilex

aquifolium L sur le radical DPPH®
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4. Essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM) :

L’identification des composants de I’extrait se fait par la mesure de la distance
de migration des ions des composants sur une plaque de silice, les résultats sont
présentés dans les tableaux 7 et 8 et figure 11

Tableau 7 : Les différentes classes des composés contenus dans les extraits systéme 1

systeme 1 : éthanoique : 8,4 (distance de solvant) :

8/8,4 = 0,95 Flavone

7,2/8,4 = 0,85 3-hydroxy-flavone

5,8/8,4 = 0,69 acide-p-coumarique et famille d'acide
phénolique

5/8,4 = 0,59 6- hydroxy-flavone et 3-6-dishydroxy-
Flavone

4,4/8,4 = 0,52 Nargénine

3,7/8,4 = 0,44 famille de flavonoles /k-aemphénol-
flavonole

2,5/8,4 =0,29 quercétine (famille des flavonole).

Tableau 8 : Les différentes classes des composés contenus dans les extraits systeme 2

systéeme 2 : méthanolique : 9 (distance de solvant)

8,6/9 = 0,95 Flavone

7,4/9 = 0,82 Flavone

5,7/9 = 0,63 Flavonole

5,6/9 = 0,62 Flavonole

4,7/9 = 0,52 6-hydroxy-flavone

4,3/9 = 0,47 acide-p-coumarique et 3-7 dishydroxy-
flavone

3,9/9 =0,43 Nargénine

4,3/9 = 0.47 Nargenine

2,2/9 = 0,24 morine (famille des flavone)
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1. Aquifolium (51) I. Aquifolium (52)

Figure 11: Représentation de la migration sous une lampe UV.

(Photo prise au labo 13)
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Chapitre 111 Discussion

e Rendement de Pextrait :

L’extraction éthanolique a donné un rendement equivalent & 12.77 gramme
d’extrait par 100g de lyophilisat, ce rendement et inférieur a celui obtenu par
Erdemoglu N et ces collaborateurs en 2009, qui ont travaillé sur ’extrait éthanolique
de la méme plante et ont obtenu un rendement de 18.3%. Alors qu’A Zwyrzykowska
et al., en 2015 ont effectués une extraction méthanolique des feuilles de la méme plante
et ont déclaré un rendement de 21.8%.

Les différences sont peut-étre dues au type de solvant, les conditions
d’extractions et la nature de la plante de chaque endroit (I’ Afrique du nord pour nous,

I’Europe pour Nurgiin Erdemogluet I’ Asie pour A Zwyrzykowska)

e Etude Phytochimique de I’extrait :

Les résultats representés dans le tableau 4 montrent la présence des
composants (flavonoides, polyphenols, alcaloides, saponosides, stérols, triterpénes,
oses, holosides, terpénoides et les tanins), avec 1’absence des composes réducteurs.

Cela confirme les recherches de Alikaridis en 1987 qui a étudié la composition
chimique d’I. Aquifolium L et a mentionner la présence danthocyanes, des
flavonoides, des terpenoides, des stérols, d'acides aminés, d'alcaloides, d'acides gras,
d'alcools, des glucides, des caroténoides, des glycosides cyanogénes, des phénols et

d'acides phénoliques.

La présence des composés phénoliques est confirmée par la chromatographie
sur couche mince (CCM).
e Analyse Quantitative :

o Dosage des Polyphénols :

L’extrait éthanolique de la plante |. aquifolium L représente une teneur en
polyphénols de 106.80 mg AG/g EX, cette teneur est supérieure a celle de ’extrait
méthanolique de la méme plante (38.789 mg AG/g EX) trouvée par Zwyrzykowska et
ses collaborateurs 2015. Alors que Berté et ces collaborateur en 2011 ont réalisé une
étude a propos de la plante Ilex paraguariensis A une plante de la méme famille
Aquifoliaceae en utilisant la méme méthode que nous (Folin Coicalteau) et ont trouvé

une teneur de 178.32 mg Catéchine/g Ex. une autre étude réalisée par BASSANI et ces
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Chapitre 111 Discussion

collaborateur a propos de la plante llex paraguariensis A en 2014 annonce que le

dosage des polyphénols du 349.92 a 428.31 mg/l d’extrait aqueux.

Les taux se rapproche entre notre teneur et celle trouvée par Berté méme si ce
n’est pas la méme plante (méme famille) qui a utilisé la méthode de Folin Coicalteau.

Ce qui confirme nos résultats.

o Dosage des flavonoides :

La quantité des flavonoides I’extrait contient est de 50.63mg Qe/g Ex, cette teneur

est dans le méme écart que les polyphénols.

BASSANI et al., en 2014 ont trouvé que la plante ilex paraguariensis A qui est de
la méme famille que ilex aquifolium L est riche en flavonoides et que cette richesse
est corréler avec la richesse en polyphénols. C’est bien le cas de notre recherche, la

plante ilex aquifolium Lest riche en polyphénols et flavonoides.

e Evaluation de L'activité antioxydante “Piégeage du Radical Libre
DPPH” :

L’activité anti radicalaire in vitro est évaluée par la diminution du taux de
DPPH dosé apres I’addition de I’extrait a différentes concentrations. Le pouvoir anti
radicalaire le plus élevé a une concentration de 0,2 mg /ml est observé pour llex
aquifolium L est de (18,80%), mais il reste un pouvoir inférieur a celui qu’exerce
’acide ascorbique (73,52%), pour la méme concentration. Ce test nous a permis de
déterminer la concentration inhibitrice piégeant 50% du radical DPPH® (ICsp) qui était

de (0,73 mg/ml) pour llex aquifolium L contre (0,032 mg/ml) pour I’acide ascorbigue.

Berté en 2011 a trouvé un ICsy de 2.52mg/ml pour une étude de I’activité
antioxydante de la plante llex paraguariensis A (la plante la plus proche de la famille
Aquifoliaceae) par la méthode de Piégeage Du Radical Libre DPPH. Milioli et al.,
2009 ont étudié I’activité antioxydante de la plante llex paraguariensis, la valeur 1Cs

était 27.3ug/ml utilisant la méme méthode (DPPH).

Les variations entre les valeurs 1Csy des trois études nous méne a recommandé

des nouvelle études par des méthodes différentes.
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e Essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM) :

Notre étude révele la présence de plusieurs familles des composés phénoliques
dans I’extrait éthanolique des feuilles de la plante I. aquifolium L dont on cite :
(flavone 3-hydroxy-flavone, acide-p-coumarique, 6- hydroxy-flavone et 3-6-
dishydroxy-flavone, Nargénine, famille de flavonoles /k-aemphénol-flavonole,

querceétine).

Zwyrzykowska et ces collaborateurs ont réalisé un test CCM pour ’espéce ilex
aquifolium L. en 2015. Et lis déclare les famillies de (Quinicacid, Neochlorogenicacid,
Chlorogenicacid, Cryptochlorogenicacid, Dicaffeicacid, Rutin, Quercetin-3-O-
hexoside, DicaffeoylquinicAcid).

Cette variation des composants confirme la richesse de la plane ilex aquifolium

L par des composée phénoliques qui sont a I’ origine de I’activité anti oxydante élevés.
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Conclusion & Perspectives :

Récemment, les plantes médicinales ont gagné une popularité dans la médecine

traditionnelle et moderne, c’est pour cela 1’étude de la composition chimique et de

’activité biologique est devenue une obligation pour ces plantes.

Notre étude de I’activité biologique de I’extrait éthanolique de la plante ilex

aquifolium L se résume en :

un rendement d’extraction de 12.77%

I’étude phytochimique montre la présence de plusieurs composants
(flavonoides, polyphénols, alcaloides, saponosides, stérols, triterpénes, oses,
holosides et les terpénoides, les tanins et autres) avec I’absence des composées
réducteurs.

I’analyse quantitative de 1’extrait révele une teneur en polyphénols de 106.8 mg
AG/g Ex et de 50.63 mg Qe/g Ex des flavonoides.

I’évaluation de I’activité¢ antioxydante par le piégeage du radical libre DPPH
montre une activité relativement élevée avec un IC50 de 0.73mg par rapport a
un control positif (I’acide ascorbique) dont I’'TC50 est de 0.032mg.

la chromatographie sur couche mince a permis de détecter la présence de

plusieurs familles des composées phénoliques.

Enfin, nous recommandons a I'avenir une étude approfondie dont elle comporte

une étude de Il’activité antioxydant des extraits par des différents solvants, une

caractérisation par un test HPLC, une étude in vivo de I’extrait de plante (toxicité et

activité anti inflammatoire). Et probablement une étude comparative entre notre plante

du climat humide et celle de climat sec.
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Annexe 1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique

1,2

o
o

Absorbance (430 nm)
o
(o)}

Courbe d'étalonnage d'acide gallique

y =4,468x+ 0,0948
R?=0,9922

T T T T
0,05 0,1 0,15 0,2
Concentration (mg/ml)

0,25

Annexe 2 : courbe d’étalonnage de la quercétine
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