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Résumé

L’objectif de cette recherche est 1'¢tude de la composition chimique et ’activité biologique de
l'extrait aqueux de la partie aérienne de 1’espece llex aquifolium L, c'est une plante médicinale
de famille des aquifoliacées.  Occupent une place Importante en médecine traditionnelle
grace a leur richesse en métabolites secondaires et leurs activités biologiques. L’analyse des
résultats montre un rendement élevé de l'extrait aqueux (15.22%), une richesse des feuilles de
la plante par les alcaloides, tanins, flavonoides, saponosides , stérols, triterpeénes, coumarins
, oses ou holosides, mucilage ,Terpenoides avec absence de composés réducteurs. En
particulier les résultats de dosage des polyphénols totaux réalisé par la méthode de Folin
Ciocalteu révelent que I’extrait aqueux des feuilles d’llex aquifolium L contient une quantité
¢levée équivalente de  102,2 + 0.88 mg d’équivalent d’acide gallique / g de matiere seche.
Le résultat de dosage des flavonoides de l'extrait aqueux des feuilles de la plante /lex
aquifolium L montre : 62,86 +1.0 mg EQ/g extrait .

Sachant que la chromatographie sur couche mince réalisée pour I’extrait aqueux et
¢thanolique de la méme plante ne montre aucune migration des composants de I'extrait
aqueux par rapport a ceux de l'extrait éthanolique.

De plus Dlextrait aqueux des feuilles de la plante étudiée présente une forte activité
antioxydante (avec une concentration inhibitrice IC50 = 0.53 mg / ml)

On peut conclure que I’extrait aqueux des feuilles de la plante Ilex aquifolium L est riches en
composés phénoliques, avec un pouvoir antioxydant ¢leveé, ce qui permis leur utilisation pour
prévenir plusieurs maladies qui peuvent étre causée par un stress oxydant.

Mot clés : Ilex aquifolium L , Extrait aqueux , Activité antioxydante , Tests phytochimique ,

composés phénoliques



Abstract :

The objective of this research is the study of the chemical composition and
biological activity of the aqueous extract of the aerial part of the species Ilex
aquifolium L, it is a medicinal plant of the family of aquifoliaceae. Occupy an
important place in traditional medicine thanks to their richness in secondary
metabolites and their biological activities. analysis of the results shows a high
yield of the aqueous extract (15.22%), a richness of the leaves of the plant by
alkaloids, tannins, flavonoids, saponosides, sterols, triterpenes, coumarin, oses
or holosides, mucilage,terpenoids with no reducing compounds. in particular
the results of the determination of total polyphenols carried out by the method of
folin - ciocalteu reveal that the aqueous extract of the leaves of llex aquifolium
L contains an equivalent high amount of 102.2 0.88 mg of gallic acid
equivalent/ g of dry matter.

The result of determination of flavonoid of the aqueous extract of the leaves of
the plant ilex aquifolium I shows: 62.86 1.0 mg eq/g extract.

knowing that the thin-layer chromatographies performed for the aqueous and
ethanolic extract of the same plant shows no migration of the components of the
aqueous extract compared to those of the ethanolic extract.

in addition, the aqueous extract of the leaves of the studied plant has a strong
antioxidant activity (with an inhibitory concentration ic50 = 0.53 mg/ ml)

it can be concluded that the aqueous extract of the leaves of the plant I/ex
aquifolium L is rich in phenolic compounds, with a high antioxidant power,
which allowed their use to prevent several diseases that can be caused by
oxidizing stress.

Keywords: ilex aquifolium 1, aqueous extract, phytochemical tests , antioxidant

activity.
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Introduction

Introduction

Dans le monde, les plantes médicinales utilisées comme médicaments (Tahri et
al., 2012), constituent une source inépuisable de molécules a activités
biologique et pharmacologique trés variées (Ghedadba et ., al 2015). Ces
molécules jouent un rdle trés important dans la thérapie traditionnelle
(Abderrazak et al., 2016), grace a leurs propri€tés curatives ( Janice Taile.,
2021). Le genre Ilex comme de la famille des Aquifoliaceae est largement
répandu dans la plupart des régions non tropicales du monde. L'espéce la plus
connue dans la littérature occidentale est le houx européen ou anglais, llex
aquifolium L. avec ses drupes rouges caractéristiques (baies) et ses feuilles
largement utilisées dans les décorations de Noél. Utilisé dans la médecine
traditionnelle comme antioxydant, anti-inflammatoire, antibactérien,
hypolipémiant, régulateur du microbiote intestinal, anticancéreux, protecteur
cardiovasculaire, anti-obésité, anti-diabétique, neuroprotecteur (Ren-You Gan
etal ., 2018).

La composition chimique a étudié certaines parties de la plante, telles que
les feuilles et les tiges, indiquent qu’elles contiennent de nombreuses substances
bioactives, comme les saponines, les polyphénols, les glycosides, les alcanes,
les esters, les cétones, les aldéhydes et les lipophiles et les flavonoides (INatalia
etal ., 2021).

Notre objectif s’intéresse a I'é¢tude de 'activité biologique et phytochimique
de I’extrait aqueux des feuilles de la plante llex aquifolium L.

La premicre partie est consacrée a une recherche bibliographique sur ; les

plantes médicinales et la plante llex aquifolium. L.

La deuxieme partie qui concerne une étude expérimentale consiste a décrire
le matériel et les méthodes utilisés au cours de cette recherche, présentation des
résultats obtenus et leurs discussion et finalement une conclusion générale et des

perspectives.
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Chapitre I : Plantes médicinales

Chapitre 1. Plantes médicinales
1. Définition et utilisation les plantes médicinales

Les plantes médicinales ; ceux sont tous des plantes contenant un ou plusieurs
substances utilisées pour traiter différentes maladies ( Chaachouay N. 2020).
Ces métabolites sont: les phénols (simples phénols, acides phénoliques,
quinones, flavonoides, flavones, flavonols, tannins et les coumarines), les
alcaloides, les terpénoides et polypeptides.(M. Toure , 2015)

Depuis le début des temps, de grandes civilisations (chinoise, égyptienne,
babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont misé sur les plantes médicinales pour
leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques, diététiques,
pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles. ( Lahsissene et al., 2009)
Actuellement, cette médecine a base de plantes regagne en popularité, et c'est
grace a des études scientifiques basées sur des méthodes analytiques et de
nouvelles expérimentations que le monde médical en apprend davantage sur la
validité des prescriptions empiriques des plantes médicinales. (Lahsissene et
al.,2009).

Généralement, en médecine traditionnelle, la partie raciniennes qui contient le
plus de principes actifs est la plus employé ( Ouhadi et al.,2021 )

Médecine Traditionnelle ; En réalité, la médecine traditionnelle est un concept
qui déborde largement le champ de la santé pour se placer au plus vaste niveau
socioculturel, religieux, politique et économique. Dans les pays développés ou la
médecine traditionnelle n’a pas €t€ incorporée au systéme de santé national, la
médecine traditionnelle est souvent appelée médecine « complémentaire », «
alternative » ou « non conventionnelle ». (Bensalek et al .,2018).

2 . Historique des plantes médicinales

les plantes médicinales a longtemps été transmis progressivement et de
génération a la production, une connaissance humaine est progressivement avec

la formation de civilisations et la fourniture de plus d'installations. Les plantes
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médicinales sont utilisées comme un examen médical des ressources dans
presque toutes les cultures. Assurer la sécurité, la qualité et l'efficacité des
médicaments (Fatemeh et al ., 2018 ) .Les plantes médicinales sont le
patrimoine local dans de nombreux pays en développement dans de nombreux
pays asiatiques de la médecine traditionnelle a étre largement utilisé, méme si la
médecine allopathique est souvent facilement. La médecine traditionnelle,
aussi connu comme la médecine indigéne ou populaire comprend médicinales
systéemes de connaissances qui se sont développées au fil des générations avec
diverses sociétés avant 1'ére de la médecine moderne. En malaisie, les formes
traditionnelles de malaise, chinoise et indienne.
La médecine sont largement utilisés ( Pakhriazad et al ., 2019). Les plantes
médicinales ont sans aucun doute été considéré par les étres humains depuis les
temps anciens. Ca peut dire que, avant I'histoire et depuis le début des humains
reconnu et exploité¢ les plantes autour d'eux pour comme carburant, des
vétements, des abris et de la nourriture, ils ont pris conscience de leurs
propriétés plus ou moins. Les plantes médicinales ont été transformé en l'une
des plus anciennes sciences dans les pays comme la Chine, la Grece, I'Egypte et
I'Inde. ( Fatemeh et al ., 2018 )
3 . La phytothérapie
Le terme « Phytothérapie », provient du grec « python » qui signifie « plante »
et « therapein » qui signifie « soigner » .
La
phytothérapie peut €tre définie comme une discipline allopathique visant a préve
niret atraiter des conditions fonctionnelles et/ou pathologiques a 1’aide
de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes. Selon
I'OMS la phytothérapie utilisée par 70 % de la population mondiale.
On peut la distinguer en trois types de pratiques ;

e Une pratique traditionnelle ; parfois trés ancienne basée sur 1'utilisation

des plantes selon les vertus découvertes empiriquement.
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Une pratique basée sur les avancées et les preuves scientifiques, qui recherchent
des principes actifs extraits des plantes.

e Une pratique de prophylaxie ; déja utilisée dans l'antiquité. c'est
notamment le cas dans la cuisine, avec l'usage d’Ail, du Thym, du
Gingembre ou simplement du Thé vert ... Une alimentation équilibrée et
contenant certains ¢léments actifs étant une phytothérapie prophylactique
( Bensalek et al ., 2013

4 .Les ¢léments Actifs des plantes médicinales

4.1 Les métabolites primaire

Ce sont des molécules organiques naturelle qui se trouvent dans l'organisme
végétale .qui regroupe toutes les vois qui synthétisé toutes les molécules
indispensables pour la croissance et le développement des plantes ( Benzaoui
etal., 2021 ) en proviennent ont donc un réle clé et bien établi chez tous les
végétaux (acides aminés et protéines, acides gras, sucres et
polysaccharides...(Mathilde .2018) Les métabolites primaire sont hautement
conservés et directement nécessaires a la croissance et au développement des

plantes( Matthias .2020)
4.2 Les métabolites secondaire

Ceux sont des composés naturels synthétisés par les végétaux« nécessaire pour la
défense contre les agressions extérieures représentent une source importante de
molécules utilisables par I'hnomme dans différents domaines de la pharmacologie

ou de l'industrie alimentaire. Devisé en trois grand famille ;

e Les composés phénoliques ou aromatiques : tanins, quinones, coumarines,
flavonoides.
e Les composés azotés : alcaloides.

e Les composés terpéniques et leurs dérivé(Titi et al., 2021)
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4.2.1 Alcaloides :

Le mot « alcalode » est pratiquement synonyme du mot « drogue » ; Les
alcaloides sont des complexes d’azote présents dans la nature qui ont

de puissants effets physiologiques. La majorité d’entre eux sont des poisons
végétaux tres actifs avec un mécanisme d’action spécifique. Les alcaloides sont
des alcaloides naturels que I’on trouve principalement dans les plantes. Ensuite,
il y a trois grandes catégories a considérer :- Alcaloides vrais : Dérivé d'acide

aminé et Hétérocycle azoté. ( Saouli. 2019 ) exp : la nicotine

o)

D

W

Figure 1. Exemple des Alcaloides , structure de Nicotine ( KABOUCHE et al ., 2019)

4.2.2. Saponines :

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo» signifie savon, car ces composés
moussent une fois agités avec de I’eau. Ils se composent d’aglycones non
polaires, liés a un ou plusieurs sucres. Est un glycoside de stéroide ou de
triterpéne. Fondamentalement, on distingue les saponines stéroiques et les
saponines triterpéniques (Francois, 2010) facilitent ’absorption d’autres
substances par la muqueuse de I’intestin mais elles ne sont pas absorbées.

(Chaachouay , 2020)
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o OH (12) Saponine de soja

HOH,C OH
OH

Figure 02 : Exemple de saponines ; saponine de soja (Francois.,2010)
4.2.3. Flavonoides

Sont des composés naturels polyphénoliques. Ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux. Structuralement, il est généralement
sous forme libre ou sous forme d’un glycoside. Ils sont localisés dans divers
organes des plantes telle que, racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits . Tous
les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrone .classé en plusieurs
groupes ; les flavonols , les flavonons, les Flavones. Les Anthocyanidines. Les
Flavonoides posséde une activité trés importent, ils sont utilisés comme
:Antivirales. Antispasmodiques. Antitumorales. Anti agrégation plaquettaires.
Antiallergiques.  Hypocholestérolémiantes. Anti-inflammatoires.  Anti-

hypertensives. Anti-oxydante et antimicrobiennes.( Gagui et al., 2021)
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Figure 03. Structure de base des flavonoides ( ELKALI et al.,2021)
4.2.4 Stéroides

C'est un groupe de lipides dérivant de triterpénoides (lipides a 30 atomes de
carbones), majoritairement le squaléne. Ils se caractérisent par un noyau
cyclopentanophénanthrénique hydrophobe (cortisol) hydrogéné. (Francois2010)

présentant dans la régne animal et végétale

Figure 04 : Structure de base de isoprene ( Elkali et al, 2021)
4.2.5 Stérols

Un stérol est un lipide possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est
porteur d'un groupe hydroxyle. Pratiquement tous les stéroides végétaux sont
hydroxylés en C-3 et sont en fait des stérols. Dans le régne animal, les stéroides
ont une importance profonde comme hormones, coenzymes et provitamines.

Cependant, le role des phytostérols est moins bien compris. Il est prouvé que

9
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certains des phytostérols sont efficaces contre les maladies cardiovasculaires

(Kone et al.,, 2018)

HO

Figure 05 : structure de base des stérols ( Nahdi et al., 2020)

4.2.6 Terpénes

Les terpénes, ou isoprénoides, sont l'une des classes les plus diverses de
métabolites secondaires. Leur squelette carboné est constitué d'unités
isopréniques reliées, c'est ce que l'on appelle la régle de Il'isopréne. Ces
squelettes peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou bien former des cycles. Ils
sont des aromes et des parfums, des antibiotiques, des hormones végétales et
animales, des lipides membranaires, des attracteurs d'insectes, des antis
alimentaires et des médiateurs des processus essentiels de transport d'¢lectron.
Ainsi, les terpénes peuvent étre classés en hémiterpénes (C5), monoterpenes
(C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpenes
(C30), tétraterpenes (C40). ( Kone et al ., 2018)

X

Figure 06 : Structure de isopréne ( GUETTAF et al., 2020)

10
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4.2.7 Tanins

Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles de masse molaire compris entre
500 et 300 g/mol qui présentent classiques des phénols, la propriété de précipiter
les alcaloides, la gélatine et d’autre protéines » ( Rouina et al ., 2021) . Il
contient une grande quantité d’hydroxyle et d’autre groupes appropriés tels que
le carboxylate pour former des complexes forts avec des protéines et des
macromolécules, 1’acide gallique, le gaiacil syringyl et le chrysilique sont les
principaux ingrédients des tanins repartis en deux classes selon leur structure
(Menaa et al.,2020).
e Les tanins condensés ; résultent de la polymérisation de molécules
alimentaires de flavones (flavonesol-sflavone ol-4, flavone diol-3,4), ils
sont désignés aussi sous le nom de tanins « catéchique »( Merabet et al.,

2021)

Figure 07 : structure de base de tanins condensés (Boubendir et al., 2021)

e Les Tanins Hydrolysables ; ce sont des héteropoluméres possédant un noyau central
d’acide tanique carbohydrate (D-glycose).l’acide phénolique par hydrolyse (acide,

alcaline ou enzymatique) (Menaa et al.,2020).
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Figure 08 : structure de base des tanins hydrolysables ( Boubendir et al., 2021)

4.2.8 Coumarins

compos¢ phénolique retrouvée chez plusieurs espece végétales , possédant des différents
propriétés Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles ( Boumidouna et ., al 2019 ) Ce
sont des dérivés naturels des benzopyrones . Ils sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaire et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.( Banga

et al., 2021)

Figure 09 : Structure moléculaire d'un coumarin ( Boumidouna et ., a/ 2019)

4.2.9 Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les
plantes vasculaires. Ils constituent un des groupes le plus nombreux et largement
distribué¢ des substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000
structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante . Il existe
différentes classes de composés phénoliques, notamment : les acides

phénoliques, les flavonoides, les tannins, les stilbénes, les lignanes, les
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saponines, les phytostérols ou bien phytostanols. Les plus importants sont : les

acides phénols, les flavonoides et les tannins. (Chaabane et al.,2020)

Figure 10 : Structure de base des composés phénoliques (HAMZA
Asma.2019)

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux,
anticancéreux, anti-allergénes, vasodilatateurs et des antioxydants (Chaabane et

al., 2020)

Tableaux 01 : Les Activités biologique de quelque métabolites secondaires

Les Polyphénols Activités

Flavonoides Antitumorales
Anticarcinogeénes
Anti-inflammatoire
Hypotenseurs et
diurétiques
Antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires
Anticedémateuses
Anthcyanes Protectrices capillaroveineux
Tanins Antioxydants
Proanthocyanidines | Effets stabilisants sur le
collagene
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires
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Généralités Sur la plante Ilex aquifolium ;

llex aquifolium . L (Aquifoliaceae) est un petit conifére un arbre réparti sur le
nord-ouest, le centre et le sud de 1'Europe et 'Afrique du Nord, ou on le trouve
associée a une grande variété de sols et de plantes types de communautés .
Feuilles peut étre soit épineux, avec un nombre variable de épines le long de la
marge, ou non ¢épineuses avec des marges(Carlos et al,2012) Le genre est
connu pour ses nombreuses activités biologiques comme antioxydant,
antimicrobien, cytotoxique, antiagrégant plaquettaire, anti-inflammatoire etc. La
plupart des plantes de ce genre sont de riches source de triterpénoides et de
saponines. En outre, ces plantes contiennent également des flavonoides, des
alcaloides, des anthocyanes et d'autres composés phénoliques dans quantité
infime. Les constituants bioactifs ou extraits de plantes eux-mémes, sous forme
de plantes médicinales de ce genre, ont été validés pour le traitement de diverses
maladies et ceux-ci seraient utilisés comme une nouvelle formulation pour le
roman découverte de médicaments dans les industries pharmaceutiques ( Sudhir

etal., 2012)

15



Chapitre II.

Classification de la plante : Especes a I'étude-Holly, Ilex aquifolium L.
(Aquifoliaceae), est un dioe- cious arbre a feuilles persistantes a feuilles larges.
Il se produit en Europe et en Afrique du Nordet est également couramment
cultivée Le genre Ilex est entierement dioique bien qu'occasionnellement arbres
hermaphrodites et les changements de sexe male-femelle ont été observés. Les
fleurs sont groupées a l'aisselle positions sur les tournages réalisés l'année
précédente. Le fruit, qui mirit en automne, est une drupe contenant quatre
pyrénes, qui sont typiquement des oiseaux Dispersé. (JOSE’ et al 1998) .

Tableaux 02 : Classification Botanique de llex aquifolium Ilex aquifolium (Ould hennia

et al.,2018 )

Régne Plantae ‘
Sous-Régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-Classe Rosidae

Ordre Celastrales

Famille Aquifoliaceae

Genre llex

Figure 11. Ilex aquifolium ( Ould hennia et al,2018 )
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Figure 12. Ilex aquifolium ( Peter Probstle . 2021)

1. Caractérisation Botanique de I’llex aquifolium L

llex (I. aquifolium L., I. aquifolium ‘Argentea Marginata’ and I. * meserveae
‘Blue Angel’) (Emil et al., 2021 J)ou Le houx commun ou est un arbuste a
croissance tres lente, & port buissonneux, dont la taille adulte est généralement
de quatre a six metres. Le houx peut vivre jusqu'a 300 ans. Son écorce est gris
pale et lisse. Ses feuilles alternes, simples, ont un pétiole court et un limbe de 5 a
7 cm de long, coriace, de forme générale ovale, au bord ondulé et épineux,
parfois lisse sur les individus agés. D'un vert brillant foncé (luisant) a leur face
supérieure, plus pales sur leur face inférieure, elles sont munies d'épines acérées.
C'est une espece dioique, Les fleurs blanches, de petite taille (6 mm de diamétre
environ), Les fruits rouge éclatant, parfois jaunes sont toxiques.(Ould hennia et
al,2018). Qui poussent pendant la période des mois d’aolit-décembre et les fleurs
apparaissent entre avril et juillet. ( Doreen et al., 2019)

2. Description géographique de !'llex aquifolium L

Le genre Ilex comprend environ 810 espéces poussant et présentes dans le
climats tempérés et subtropicaux des deux hémispheres . La diversité la plus
importante de I'espece llex se trouve en Amérique du Sud et en Asie de I'Est. En
Pologne, le genre houx n'est pas présent sur les peuplements naturels mais, en

raison de la climat de transition, il a été cultivé sous plusieurs especes a feuilles
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persistantes, qui poussent le mieux dans les régions les plus chaudes de 1'ouest et
du sud-ouest de la Pologne, qui sont caractérisée par des hivers relativement
doux.Ilex aquifolium pousse dans les climats tempérés et subtropicaux, habitant
principalement l'ouest d’Europe, de I'Espagne et de la France a l'ouest de la
Norvege, les montagnes de 1'Atlas en Afrique, et les parties nord de la Turquie et

du Caucase ( Natalia et ., al 2021).

h 4
[ natiriche Verbreitung s

isolierte Vorkommen ¢

spontane Vorkommen g &
nach Verwilderung ,
o % %

Figure 13 . Répartition géographique mondiale de ilex aquifolium ( Gregor Aas . 2021)
3. Utilisation médicinales de 1'llex aquifolium L

Depuis longtemps en médecine traditionnelle le houx commun il étaient
¢galement utilisées pour leur propriétés thérapeutique comme ;antipyrétique,

astringents et diurétiques. Et pour traiter les fievre, et le rhumatisme .

Les feuilles et les fruits utilisée pour traiter ; I'estomac, les intestins ,les cancers

du foie (Doreen et al.,2019 ) les fruits parfois toxique.
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4. Composition phytochimique de la plante de !'llex aquifolium L

En fonction de I'origine des différentes voies biochimiques, la métabolites
produits par les plantes peuvent étre divisés en trois groupes chimiques : les
terpénoides, les al- kaloides et les composés phénoliques .

Des études phytochimiques réalisées sur I. aquifolium ont révélé la présence
de diverses métabolites secondaires tels que les terpénoides, les
anthocyanes, les flavonoides et les stérols . Il a ét€ démontré que les especes
européennes d'Tlex contiennent une grande quantité de fractions
polyphénoliques telles que comme la rutine, 1'acide quinique et ses esters de
caféoyle, les triterpenes glycosidiques. ( Natalia et al., 2021).et les acide
gras, alcools, glucides, caroténoides, cyanogene, des glucosides, les acides
aminés , caroténoides, cyanogene des glucosides, et les stérols. (Nurgiin .

2008).
5. Activités biologiques de !'llex aquifolium L

Dans certains étude les extraits du feuilles de ilex aquifolium dans plusieurs
solvants organiques montré une activité antibactérienne contre les

bactéries comme ; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter acrogenes, Proteus vulgaris, Salmonella
Typhimurium et Candida albicans(Natalia et al., 2021) .et aussi un activité

antifongique et antinflamatoire (Emil et al.,2021)
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Matériel et Méthode

I. Matériel et Méthode

1.1.Matériel végétale ;

Dans cette étude, 1I’échantillon du matériel végétal c'est la plantes de Ilex
aquifolium L a été récoltés dans la wilaya de Annaba la région de Seraidie . Le
moins de janvier 2022. La plante a débarrassé de tous les éléments étrangers et
séché a l'aire libre pendant 30 jours puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique
jusqu’a I’obtention d’une poudre fine.

I1. Méthode

2.1 Extraction par macération a I’eau

Selon la méthode décrit Par (Coulibaly et al., 2011)100 g de la poudre végétale
broyé. Sont misent a macérer dans 500 ml d’eau distillée sous agitation
magnétique chauffante jusqu’a ébullition pendant 20 mn.

Le macérat aqueux obtenus est soumis a la double filtration sur papier filtre .
Les filtrats obtenus sont concentrés a I’évaporateur rotatif (Rotavapor) a la
température de 45°C et 50°C respectivement puis séchage a 1’étuve (45 °C)
pendant 24 h, D’extrait brut a été stocké dans des flacons stériles. Apres avoir
déterminer le rendement d'extrait puis le conservé ( Chaabane et al., 2020)

Le Rendement %= (le poids de ballon apres évaporation - le poids du ballon
vide ) / le poids de matiere végétales .calculé par rapport a100 g du poids sec de

la plante.

2 .2 Etude phytochimique de 1'extrait de la plante :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur une solution de 1’extrait aqueux
dissout dans I’eau distillée , selon méthodes décrites par Trease et Evans

(1983).
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2.2.1 Alcaloides
Evaporer 20 ml de I’extrait méthanolique de chaque plante a sec, ajouter 5 ml
d’HCI (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 ajouter 5 gouttes de réactif. La présence d’alcaloides est indiquée
par la formation d’un précipité blanc jaunatre.

2.2.2 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 1’apparition d’une coloration
bleue-noire ou verdatre.

2.2.3 Flavonoides
Macérer 10g de la poudre seche dans 150 ml d’HCl dilué a 1% pendant 24h,

filtrer et procéder au test suivant : prendre 10 ml du filtrat, rendu basique par
I'ajout du NH4OH en utilisant le pH metre. Un test positif est révélé par

I’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure de tube a essai

[Edeogal et al., 2005].

2.2.4 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 apres 15 min confirme

la présence des saponosides.

2.2.5 Stérols et triterpénes

Dans un bécher, introduire 5ml de I’extrait a analyser, ajouter 5ml 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.
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2.2.6Composés 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 composés

réducteurs.

2.2.7.Coumarines
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.

2.2.8.0ses 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 apres 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)

2.2.9.Mucilages
Introduire 1 ml du décocté a 10 % dans un tube a essai et ajouté 5 ml d’éthanol
absolu. Apres une dizaine de minutes, I'obtention d’un précipité floconneux par

mélange, indique la présence de mucilages.

2.2.10.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 terpeniode.
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lll.  Analyse de I’extrait

3.1. 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 [lintensité est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon
(George et a., 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 convenables, Apres 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de
sodium sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 heures d’incubation a
température ambiante I’'absorbance est mesurée a 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. Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les deux extraits selon la
méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) Brievement, les
échantillons sont préparés par la dissolution de 1mg (extrait) / ml (méthanol). 1
ml de chaque échantillon est ajouté 1 ml de la solution d’AlCI13. Dix minutes
apres le début de la réaction, 1’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 exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de

lyophilisat.
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3.3. Evaluation de I’activité antioxydante

o Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :
Pour étudier I’activité antiradicalaire de 1’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 ul des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975
ul DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration
par rapport au controle négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est
mesurée a 517 nm. L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-

dessous (Mansouri et al. 2005).

- i i - . 2 Abs controile) —(Abs éch illon)
% d’activité antiradicalaire =22contrée) ~ 1408 “chantillon) . 400
(Abs contile)

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.

|
+ Antioxydant-OH A A | t Antioxydant-O*

v

DPPH (violet) DPPH-H (jaune)
Figure 14 . 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
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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 ECS50 (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 utilis€ comme controle positif.

e Calcul de ARP : C'est la puissance antiradicalaire ( 1/IC50)

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

C’est une méthode rapide de contréle dont I’adsorbant ou phase stationnaire est
constitué 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 Kieselgel
60F254 de 0,2 mm d'¢paisseur (Merck) ont ét¢é employées pour Ila
chromatographie sur couche mince en phase normale.

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

- Dépots de la solution a tester

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

- Déposer 8 ul 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
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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 )

Apres évaporation de I'¢luant, les plaques sont pulvérisées par la Ninhydrine.
Ces tests sont en relation avec l’intensité du précipité, de turbidité et la
coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Ainsi :

- Une réaction franchement positive est représentée par : +++.

- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++.

- 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.
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I. . Résultats

1.1. Détermination du rendement de la plante :

L'extrait aqueux récupéré apres €vaporation 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 ¢té déterminé par rapport & 100g de la poudre fine. Subissant une
extraction douce a température ambiante durant 24 heures (tableau 04 et figure

15)

Tableau 03 : Le rendement d'extrait aqueux d’llex aquifolium L

Quantité d’extrait a partir de 100 g de la poudre llex aquifolium L

des feuilles

Rendement en gramme (g) 15.22

Rendement en pourcentage (%) 15,22

N

- M extrait A
m filtrat

Figure 15 . Représentation graphique du rendement des feuilles d’ Ilex aquifolium L apres

extraction aqueuse.

1.2.Etude phytochimique de I’extrait
1.2.1. Analyse qualitative :

Les tests phytochimiques réalisés sur I’éxtrait éthanolique des feuilles d’/lex
aquifolium L. révelent la présence de plusieurs familles de composés. Les
résultats montrent la présence des flavonoides, tanins, mucilages, coumarines,
stérols, terpénes, saponosides, alcaloides et oses et holosides avec absences des

composés réducteurs (tableau 05).
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Tableau 04 : Résultats des tests phytochimiques

Ne° Composant Extrait aqueux
01  Alcaloides —+
02  Tanin +
03  Flavonoides +
04 Saponosides +
05  Stérols et triterpenes +

06  Composé réducteur

07 Les coumarines
08 Oses et holosides

09  Mucilages

+ o+ 4+ o+

10 | Terpénoides

1.3.Dosage des polyphénols et des flavonoides

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalcieu montre,
en plus de sa sensibilité, une reproductivité puisque 1’absorbance est étroitement
corrélée a la concentration de 1’acide gallique utilisé dans la gamme étalon, 1> =

0.99 (Annexe)

Les résultats de dosage de polyphénols révelent que 1’extrait aqueux des feuilles
d’llex aquifolium L contient 102,2 = 0.88 mg d’équivalent d’acide gallique / g
de lyophilisat.

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). Les teneurs
en flavonoides varient dans les mémes proportions que celle des polyphénols:
les résultats révelent la présence de 62,86 + 1.0 mg EQ/g extrait (tableau 06 ,
figure ).
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Tableau 05 : Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans 1’extrait aqueux des

feuilles d’llex aquifolium L

Teneur en polyphénols (mg Teneur en flavonoides (mg
EAG /g) EQ/g extrait)
d’llex aquifolium L 102.2 £0.88 62,86+ 1,0

1.4. Evaluation de Pactivité antioxydante (DPPH)

L’activité anti radicalaire in vitro des flavonoides est évaluée par la diminution
du taux de DPPH°® dosé aprés ’addition de I’extrait a différentes concentrations.
Le pouvoir anti radicalaire le plus élevé est observé pour llex aquifolium L est
de (33,21%), mais il reste un pouvoir inférieur a celui qu’exerce I’acide
ascorbique (73,52%). Ce test nous a permis de déterminer la concentration
inhibitrice pi¢geant 50% du radical DPPH°(IC50) qui était de (0,53 mg/ml) pour
llex aquifolium L contre (0,032 mg/ml) pour I’acide ascorbique (Figure 14).

100 . 800+
-0~ Aqueux - A Ascorbique

= Aqueux
80 600 .
== A.Ascorbique

R
=]
.8
= _—
5
£ e+ £
= 2 4004
2 e
E 40 [$)
§ 2004
g 20-
Y
0 . ==
0
I T T T T 1 .
0 100 200 300 400 500 Aqueux A Ascorbique
Concentration(ng/ml) Echantillons testés

Figure 16 .Représentation graphique de I’effet antiradicalaire avec 1Csy d’llex

aquifolium L sur le radical DPPH®°

Calcul de ARP : C'est une parametres de la puissance antiradicalaire (1/IC50)de l'extrait

aqueux de la plante de Ilex aquifolium L.
ARP=1/IC50

=1.89 mg /ml
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IL. Chromatographie sur couche mince (CCM)

.Tableau 06 : Résultat de la chromatographie sur couche mince de l'extrait aqueux

S1 (Extrait aqueux) Rapport frontal Les composés

1:43 0.47 Acide p-coumarique
3.7 Dihydroxyflavone

2:2.2 0.24 Morine, Flavone

La chromatographie sur couche mince c'est une méthode de séparation des
plusieurs constitution facile et rapide pour identifier les composés d'un mélange,

les deux extrait subit une séparation selon les deux systémes 1 et 2 .

Les composés ce identifiée selon la comparaison les Rf des deux extrait
¢thanolique et aqueux avec Rf de standard, les résultats obtenus présentés dans
le tableau. La présence des taches indique la présence des métabolites

secondaires.

Par le biais du systeme 1 et 2 on observe I’extrait éthanolique analysé¢ montre la
présence de 7 composés de différents Rf, par apport l'extrait aqueux et montre

la présence seulement de 2 composés.

Il est préférable d'employer des mélanges de solvants organiques appropriés
avec l'eau, sachant que la majorité des polyphénols ne sont pas hydrosolubles.
L'eau augmente la solubilité des flavonoides, et elle dépend du nombre de
groupement du poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonée du

squelette de base (Bennouna et al ., 2021 )
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Figure 17 : Chromatographie sur couche mince

Discussion :

La caractérisation de nouvelles molécules biactives a partir d’extraits de plantes,
qui sont des mélanges complexes, fait intervenir différentes étapes dont les
principales sont I’extraction, I’identification de ces molécules bioactives par des
analyses phytochimique et I’évaluation de leurs activités biologiques par
différents tests in vitro et in vivo.

Le rendement de I’extraction aqueuse par rapport au poids sec de la poudre
végétale des feuilles de la plante llex aquifolium L est de l'ordre de 15 .22 %.
Différent a celui de Anna et al., 2015), qui ont travaillé sur plusieurs espéces du
méme genre et ont trouvé un rendement équivalent a 21.8 % pour Ilex
aquifolium, 24.3 % pour I’espece Illex paraguariensis et 12.8 % pour I’espece
llex meserveae.

Le Rendement d’extraction est influencé par plusieurs facteurs: la méthode
d'extraction utilisée, la température, le pH, la taille des particules dans l'extrait,
le temps de l'extraction, et la nature du solvant..

Le Screening phytochimique consiste a détecter des métabolites secondaires
dans notre extrait par des réactions qualitatives. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions
de précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un

examen sous la lumiére ultraviolette. (Boumidouna et al., 2020)
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Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante llex
aquifolium L en métabolites secondaire comme : les flavonoides, tanins,
mucilages, , stérols, terpenes, saponosides , alcaloides et oses et holosides .

En comparant nos résultats avec d’autres études, on trouve que les plantes de ce
genre contiennent principalement des polyphénols et alcaloides. ( Ren-You et
al., 2018 ) . et des quantités considérables de terpénoide, du sucre et des profils
d'acides phénoliques . et des saponines ( Sudhir et al, 2012 )et( Natalia et al .,
2021 ) de llex aquifolium L et llex paraguariensis et 1. kudingcha

D'aprés nos résultats, 1’extrait aqueux montre une activité antioxydante élevée
avec une activité inhibitrice IC50 = 0.53 mg/ml mais qui reste toujours
inférieure a celle du 1'acide ascorbique ( standard ) avec une activité inhibitrice
IC50 =0.032 mg / ml .

Le pouvoir anti radicalaire le plus élevé est observé pour llex aquifolium L est
de (33,21%), mais il reste un pouvoir inférieur a celui qu’exerce I’acide
ascorbique (73,52). Par rapport I’étude de Stéphanie et al, 2009) sur llex
paraguariensis qui a montrée un pouvoir antioxydant de l'ordre de ( 71.75 % ).
Ce test nous a permis de déterminer la concentration inhibitrice piégeant 50% du
radical DPPH°(IC50) qui était de (0,53 mg/ml) pour llex aquifolium L par
apport a I’acide ascorbique (0,032 mg/ml). Ce résultat est inférieur a celui de
Lutfun et al ., (2005) qui est de 1,50.10° et de 2,55.10° mg mL ™' pour la
méme espece. .

Nos résultats de dosage des polyphénols totaux de I’extrait aqueux de la plante
llex aquifolium L qui varient entre 102,2 + 0.88 mg d’équivalent d’acide
gallique / g de lyophilisat . Inférieur a celui trouvé par (Stéphanie et al., 2009)
qui est de l'ordre de ( 202. 6 =+ 5.16 ) mg d'équivalent d'acide gallique / g
matiere seche de( Ilex paraguariensis) .

Dans notre travail les résultats de travail montre une teneur des flavonoides de
l'extrait aqueux des feuilles de la plante de llex aquifolium L : 62,86 +1.0 mg
EQ/g .supérieur a celle de ( Lutfun et al ., 2005) qui est de entre ( 1.5 x 10-3,
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2.55 x 10-3 and 2.88 x 10-5 mg /ml-1 ) comparables avec les résultats de (
Avaliacio et al.,, 2022 ) qui est de l'ordre de 44,07 £ 5,56 mg QE / g de l'extrait
aqueux de la plante llex paraguariensis et inférieur a celle de ( Débora C et al
., 2013) vari¢ de 268,06 a 421,75 mg CTE / L de thé de llex paraguariensis .

Nos résultats de chromatographie sur couche mince de I'extrait aqueux des
feuilles de la plante llex aquifolium L montre une migration de deux composés (
par apport 'extrait éthanolique. Comparables a ceux de (Lutfun et al., 2005 ) de
l'extrait de DCM ( dichlorométhane) contenaient principalement des alcanes a
longue chaine et des alcools gras, des acides et les esters . Par a apport les
résultats de ( Anna et al., 2015 )Jusqu'a 20 composés polyphénoliques ont été

identifiée dans les feuilles de llex aquifolium L
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Conclusion et prescriptives

De nos jours les plantes médicinales restent la source prédominante dans les
recherches scientifiques et biomédicales.

Dans la présente étude la plante médicinale Ilex aquifolium L collecté le moins
de janvier 2022 a I’Est de I'Algérie. a été utilisée pour déterminer les
composition chimiques ainsi que I'évaluation des activités biologique et
thérapeutique de la partie aérienne de la plante de llex aquifolium L .

Dans ce contexte :

Les tests phytochimiques a été réalisé montre la richesse de 'extrait aqueux des
feuilles de la plante de Ilex aquifolium L en différents métabolites secondaire tel
que : les alcaloides, tanins, polyphénols, flavonoides, saponosides , terpenoides,
mucilage, coumarins, stéroles, oses, holosides et I’absanse des composé
réducteurs.

phytochimique et au pouvoir antioxydant de la plante de llex aquifolium L.
Cette diversité explique les grandes utilisations en médecine traditionnelle.
L'extraction aqueux montré un rendement ¢€levé de l'ordre de 15 .22 % . que
l'extraction éthanolique qui montre une faible rendement de 13 .79 % .
-Concernant I’activité antioxydant, nous avons étudié le pouvoir antioxydante de
la partie aérienne de l'extrait aqueux de la plante de llex aquifolium L par la
capacité de pié¢geage de radical DPPH

qui montré une activité antioxydante la plus élevée, par un concentration
inhibitrice IC50 = 0.53 mg /ml

- le dosage de polyphénols totaux montre une teneurs €levé de l'extrait aqueux
équivalente de  102,2 + 0.88 mg d’équivalent d’acide gallique / g de matiére
séche.

- Ainsi , le dosage de flavonoides montre une toneur ¢levé de 1'ordre de : 62,86

+1.0 mg EQ/g
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-Alors que I’étude chromatographique sur la couche de mince qui montre
l'absence de migration de composés l'extrait aqueux par apport une migration
¢levé des composé de 1'extrait éthanolique de nos collégues

On peut conclure que, les résultats totals obtenu au cours de cette étude est
ouvert montre que la plante médicinale Ilex aquifolium L trés riche en différents
métabolites secondaire bioactives et des composants antioxydant trés forte qui
peut utilisé en plusieurs domaines médicale et thérapeutique, pharmaceutiques et
indistruels

En prescriptives, nous recommandons a l'avenir une étude in-vivo tel que : une
activité anti-cancéreuse, anti-inflammatoire , anti-diabétique ... ainsi que :
L’identification des composants par la chromatographie sur couche mince.et

I'évaluation de l'activité antioxydant par : le méthode de ABTS , Frap..
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Annexes :

1,2 4

o
[

Absorbange (430 nm)
o)

Courbe d'étalonnage d'acide gallique

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

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentration (mg/ml)
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