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Introduction

Introduction

Les plantes sont une source du grand nombre de drogues comportant a différents groupes
tels que les antispasmodiques, les émétiques, les anticancereuses, les antimicrobiens etc. Un
grand nombre des plantes sont également d’une forte utilisation par les personnes dans le monde
entier. Il croit maintenant que la nature les a donné d'une maniére ou plus pour traiter diverse
maladies. (TIWARI et al., 2011) .

Dans le cadre de I’étude des substances naturelles des plantes médicinales de la Flore
Algérienne et méditerranéenne, nous sommes intéressés a 1’étude de 1’espece Capparis spinosa
L.c'est une plante de la famille des Capparidaceae, largement développée dans les pays du bassin

méditerranéen.

L’objectif de notre étude est la quantification des polyphénols et des flavonoides

contenus dans les fruits matures de C.spinosa L. selon le plan suivant:

- Premiere partie aborde: les différentes connaissances bibliographiques sur les plantes
médicinales et la plante a étudier et sur quelques métabolites secondaires.

- Deuxiéme partie, consacrée aux:
- Préparation de différents extraits par macération dans des solvants a polarité croissante.
- Tests préliminaires qui mises en évidence la présence de quelques métabolites secondaires
dans les différents extraits

- Dosage spectrophotométrique des polyphénoles et des flavonoides
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Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et le Capparis spinosa L

I.1. Les plantes médicinales

1.1.1. Définition des plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux (zeghad, 2009). Et selon Farnsworth et al., (1986) une plante médicinale est une drogue végétale

dont au moins une partie posséde des propriétes médicamenteuses.

1.1.2. Intérét de I’étude des plantes médicinales

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections
graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de
plus en plus. N’oublions pas que de tout temps, a I'exception de ces cent derniéres années, les hommes
n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus

sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et 1’élaboration des
médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement comme
agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premieres pour la synthése de médicaments ou

comme modeles pour les composés pharmaco-logiquement actifs (Decaux, 2002).

1.1.3. Récolte et conservation des plantes médicinales

L’efficacit¢ d’une plante dépend nécessairement de sa récolte (au moment opportun et en
placesaine) et de sa conservation (dans un lieu sec, a ’abri de 1a poussiére et de la lumiére) (Baba
Aissa, 1999).

Ainsi, le choix du moment de la cueillette dépend du rythme naturel de la vie végétale .il est
toujours préférable de procéder a la récolte par un temps sec et chaud : les plantes mouillées de pluie ou
de rosée s’alterent, moisissent, fermentent, et perdent, de toute facon, toute valeur thérapeutique. Le
matin est le moment le plus favorable mais on peut toutefois cueillir aussi le soir, avant la fraicheur
(Deduigue, 1984).
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Il est préférable d’imposer une protection vis-a-vis de la lumiére a toutes les plantes, car les
feuilles, fleurs, etc...., se décolorent rapidement a la lumiére, d’ou une détérioration de leur aspect. En
effet, la luminosité peut accélérer de nombreux processus chimiques, et entrainer une dégradation ou
une modification des constituants présents. La température constitue un autre parametre important et il
est admis qu’une ¢lévation de température de 10°C double la vitesse de dégradation. Donc il est
préférable de stocker les plantes dans un endroit bénéficiant d’une température et d’une humidité

relative constantes (Wichtel et Anton, 1999).

I.2.Capparis spinosa L.

1.2.1.Historique

Capparis spinosa connu depuis la plus haute Antiquité, c’est un aromate culinaire et une plante
médicinale (Gilly, 2005).Le genre Capparis, de la famille des Capparidaceae, groupe plus de 350
especes d'origine tropicale ou subtropicale. Dans de nombreuses régions du monde, I'hnomme utilise
certaines d'entre elles dans divers domaines, souvent utilisé comme combustible ou en charpenterie,
par exemple. La principale utilité économique du caprier provient du commerce de ses boutons floraux,
généralement connus sous le nom de "capres"”, qui font I'objet d'échanges commerciaux considérables,

notamment a I'échelon international. (Barbera, 1991).

Capparis spinosa « caprier » a une longue histoire d'utilisation comme épice culinaire et reste
employée couramment comme épice aujourd'hui. Les résultats archéologiques en Chine indiquent une
utilisation médicinale pour la céapre. En Grece antique, la capre a été employée contre

rhumatisme.(Jiang et al., 2007 ; Simon et al ., 1984).

A lantique les Egyptiens utilisaient la plante pour calmer les douleurs des dents, traiter les
problémes d'estomac, les piqdres de scorpion, et accélerent la menstruation, ... (Rivera et al.,
2003).Les enceins arabes utilisaient cette plante aussi pour dissiper de mauvaises odeurs des spiritueux

et traiter les maladies rénales, les maladies de peau et toutes sortes de douleurs (Ibn sina, 1877).
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1.2.2. Définition

Capparis spinosa est un arbrisseau de 30 a 100 cm ou plus, a tiges portant des feuilles ovales a
elliptique avec une base arrondie de 2 a 5 cm de long, des bourgeons verts et des grandes fleurs
blanches violacés, de 5 a 7 cm (Iserin , 2001), avec des racines épaisses et profondes (Zohary et al.,
1960;Hewoodet al., 1964;Inocenioet al., 2006 ;Saadaoui et al.,2007).

Le fruit est Ellipsoide, avec un péricarpe mince contenant des graines mares. Les graines sont
réniformes de 3 a 4 mm.( zohary et al .,1960 ; inocenio et al ., 2006 ; janick et paull.,2006 Saadaoui et
al ., 2009 ;saadaoui et al ., 2007).

-
»

R ’v
L

Figure 1.1.Capparis spinosa L. (photo réale).
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Figure 1.2. Fleur de Capparis spinosa L. (Beniston, 1984).
1.2.3.Classification

Capparis spinosa comme une plante spontanée, a une grande distribution normale dans le bassin
Méditerranéenne (Tlili et al., 2010), Il est connu par plusieurs noms par exemple : Capre (anglaise),
Kabbar (Arabe), Alcaparro (Espagne), et Gollaro (Pakistan) (Zohary et al., 1960 ; Hewood et al., 1964

; Inocenio et al., 2006;Saadaoui et al., 2007).Sa classification selon Germano et al.,(2002) est:

Régne : Végétal

Sous regne : Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Rhoedales

Famille : Capparidaceae

Genre : Capparis

Espéce: Capparis spinosa.
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1.2.4.Répartition géographique

Il 'y a une forte association entre le caprier et les océans et les mers. C. spinosa se developpe des
cotes atlantiques des Tles Canaries et du Maroc & la Mer Noire vers la Crimée et I'Arménie, et vers l'est

a la Mer Caspienne en I'lran (Jacobs, 1965 ; Fici, 2004 ; Inocenio et al., 2006 ; Romeo et al., 2007).

40

25%

Figure 1. 3. Distribution naturelle du caprier (Inocenio et al., 2006).

1.2.5. Exigences écologiques

Le caprier est adaptée aux sols pauvres, et est répandue sur les roches les montagnes et se
développe sur de nombreux types de sol, elle se développe spontanément en fissures et dans les murs
(Satyanarayana et al. 2008), sur le sol a pH de 6.1 & 8.5 (Pugnaire et al., 1991 ; Ozcan et al ., 1998 ).
C'est une plante des climats arides et semi-arides. Les températures moyennes annuelles des zones ou il
est présent a I'état spontane sont supérieures a 13°C (Duke et Terrel, 1974; Correal et al., 1988). De
méme, les zones d'Europe ou il est cultivé se caractérisent par une pluviosité limitee, d'une valeur de
200 mm dans le sud de I’Espagne, de 457 mm a Pantelleria et de 681 mm a Salina (moyennes
décennales). Etant typiquement xérophytes, les plantes développent sans signe manifeste de stress
hydrique causé par les longs étés secs méditerranéens, résistant a des tempeératures depassant
largement les 40°C (Barbera, 1991).
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1.2.6. Composition chimique

C.spinosa est riche en protéine, lipides, hydrates de carbone, vitamines et minéraux (Ozcan et
Fragiska, 2005 : Yili et al., 2006), ont montré la présence des sucres : glucose, arabinose, mannose et
galactose, et également I'existence de lipides; I'acide gras principal était acide linoléique suivi de I'acide
oléique(YILI et al.,2006).

Les capres sont l'une des hautes sources flavonoide comme rutine (ou le rutoside) et quercétine:
quercétine-3-rutinosides, quercétine-7-O-glucorhamnoside, kaempférole-3-rutinosides, kaempférole 3-
O- rhamnosyl-rutinoside (Inocencio et al., 2000, Bonina et al., 2002 ; Satyanarayana et al., 2008). La
partie aérienne de la plante contient aussi des vitamines comme vitamine A et K et des minéraux

comme Fer, cuivre, calcium, magnésium et sodium (Tesoriere et al., 2007).

Les alcaloides sont aussi présents dans le caprier, ils sont distribués principalement dans les
racines et les graines (Panicoa et al, 2005 ; Satyanarayana et al., 2008). La teneur élevée en alcaloides a
été trouvée dans les racines de la plante ou la stachydrine représente 87,43 % des alcaloides totaux,
trois alcaloides spermidines (la capparispine, la capparispine26-O-p-D-glucoside et la cadabicine 26-O-
B-D-glucoside hydrochloride) ont été identifiés dans les racines de la plante (Fu et al., 2008). La

cadadicine, un nouvel alcaloide a été isolé du caprier (Satyanarayana et al., 2008).
1.2.7. Usage de C.spinosa en médecine.

C. spinosa fait, depuis trés longtemps, I'objet d'un usage médicinal, tant en ce qui concerne
1'écorce des racines que les capres. L’écorce des racines récoltée a la fin de 1'été est utilisée en poudre,
sous forme d'infusions, de décoctions (1,5 g dans 100 ml d'eau), de Teintures huileuses (10 g macéré
pendant 10 Jours dans 100 ml d'huile d'olive), elle a une fonction diurétique, elle stimule les fonctions
hépatiques, ainsi elle a des fonctions astringentes et emmeénagogues. Mélées a de I'huile d'olive, ou a du
lait ou du miel, ou encore a des graisses animales, elle est utilisé pour soigner des blessures ou des

abcés ou pour rendre la peau lisse ou veloutée (barbera ,1991).
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1.2.8. Effets biologiques de Capparis spinosa L.

Récemment, il a trouvé que la capre possede des propriétés médicinales et activités antioxydants
(Tlili et al ., 2010). Le caprier est doué de plusieurs activités biologiques. Il est connu comme un agent

analgésique, antirhumatismale, il est impliqué dans le traitement de la goutte (Panicoa et al., 2005).

L’extrait méthanolique des bourgeons floraux du caprier représente un effet protecteur sur les
chondrocytes via leur activité inhibitrice par la production des prostaglandines, sur le monoxyde
d’azote et des espéces réactives de 1’oxygeéne qui provoquent la biodégradation du cartilage (Panicoa et
al., 2005).

Le caprier posséde un effet anti-inflammatoire, du fait que, le capparénole-13 a inhibé

considérablement I’cedéme de I’oreille des rats induit par la carragénane (Satyanarayana et al, 2008).

L’extrait méthalonique des bourgeons floraux présente aussi un effet antihistaminique et

antiallergique (Trombette et al ., 2005) .

Les substances naturelles extraites du caprier sont également d’importants agents antioxydants.
En effet, ’extrait méthanolique des bourgeons floraux cru de la plante a montré une activité
antioxydante dans divers modéles in vitro, d’ou il est suggéré leur utilisation potentielle dans les
conditions pathologiques du stress oxydant (Tesoriere et al., 2007). En outre, le méme extrait in vitro, a
montré un grand pouvoir antiradicalaire: une application locale de cet extrait protege la peau contre les

érythemes provoqués par les rayons ultraviolet (Bonina et al., 2002).

L’extrait aqueux de la partie aérienne de la plante est utilisé pour le traitement des douleurs
hépatiques (Handa et al., 1986). En effet, cet extrait est largement utilisé pour déterminer I’activité
antihépatotoxique de différents constituants de la plante. L’acide benzoique p-méthyle, isolé de la
fraction méthanolique de I’extrait aqueux a montré une activité antihépatotoxique significative

(Gadgoli et Mishra, 1999).

L’extrait aqueux de la plante a révélé, in vivo, une activité anti-hyperglycémiante sans affecter la
concentration sanguine de I’insuline. En effet, I’administration orale de 20 mg/kg de I’extrait aqueux de
la plante pendant 14 jours, a produit une diminution significative du taux de glucose sanguin chez les

rats diabétiques. Le taux du glucose sanguin a été presque normalisé apres 2 semaines d’administration
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orale et d’une fagon quotidienne. En plus, ce traitement provoque ainsi une diminution du taux
plasmatique des triglycérides aprés 1 a 2 semaines et du cholestérol apres 4 a 7 jours (Eddouks et al.,
2005 ; Lemhadri et al., 2007).

1.2.9.Valeur nutritionnelle

C.spinosa a une valeur nutritive considérable, les bourgeons floraux sont intensivement utilises
dans le régime alimentaire comme légume, les bourgeons floraux immatures qui ont été imbibés en
vinaigre ou conservés en sel granulaire. 1ls ont été longtemps utilisée dans les recettes des salades,
pates, viande, sauces et garnissent pour ajouter une saveur et un arome épicés piquants a la nourriture.
Il a été suggéré que les capres aient été utilisées ou sont encore utilisées dans le traitement de I’anémie
(Ozcan, 2005).
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Chapitre 11 Généralités sur les Métabolites secondaire

11.1.Les composés phénoliques
11.1.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires veégetaux. lls peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes (d’ou la

dénomination de métabolites secondaires) (zeghad, 2009).

Les composes phénoliques constituent une vaste classe de substances organiques cycliques
trés Variées, d’origine secondaire qui dérive du phénol CgHsOH qui est wun
monohydroxybenzene, Les composés phénoliques sont tres répandus dans le regne végétal ; on
les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur, 1’ar6me, ou
I’astringence des plantes dépendent de concentration et des transformations des phénols. Les
composés phénoliques représentent de 2 a 3% de la matiere organique des plantes et dans certains
cas jusqu’a 10%. Tous les phénols, a de trés rares exceptions (exemple : la lignine), sont des
Métabolites énergétiques des échanges cellulaires et interviennent activement dans différents
Processus : photosynthése, respiration, croissance, résistance aux maladies infectieuses (Rakipov,
1987).

11.1.2. Classification

Les polyphénoles sont répartit en plusieurs classes :

- Les acides phénoliques

- Les flavonoides

- Lestanins

- Les stilbénes

- Les lignanes et les coumestanes

- Phytoestrogénes

- Les saponines

- Les phytostérols et les phytostanols

Bien qu'ils ne soient pas des polyphénoles, on ajoute ordinairement a cette liste les

isothiocyanates, qui dérivent de I'nydrolyse des glucosinolates (Dacosta, 2003).
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11.1.3. Effets biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement en jouant soit le réle des signaux de reconnaissance entre les plantes symbioses,
ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes. lls
participent de maniere tres efficace a la tolérance des végétaux & des stress variés, donc ces
composés jouent un rdle essentiel dans 1'équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son

milieu naturel (Macheix et al., 2005).

Chez I'hnomme Ces composés montrent des activités anti-carcinogéne, anti-inflammatoire,
analgésique, antibactérienne, antivirale, anticancéreuse (Babar Ali et al., 2007), vasodilatateur
(Falleh et al., 2008) et antioxydant (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

k—,.ﬂn‘ri-oxydun’r
’ 3 WZ_
Détoxifiant  «——POLYPHENOLS<_——> Anti-inflammatoire

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Anti-agrégant

Vﬂsﬂdilﬂfﬂfaur Anﬁ'Thr‘Umbﬂﬂque

Figure .2. 4. Effets biologiques des polyphénoles (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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11.1.4. Les flavonoides
11.1.4.1. Définition

L'expression du flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
Designer les pigments ayant un squelette (Cg-C3-Cg), provenant du mot latin favus qui signifie
Jaune (Bouakaz, 2006).

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques
qui contribuent entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc. Ils ont un
important champ d'action et possedent de nombreuses vertus médicinales antioxydants, ils sont
particuliérement actifs dans le maintien d'une bonne circulation... Certains flavonoides ont aussi
des propriéetés anti-inflammatoire et antivirale. (Iserin, 2001). Occupant une place prépondérante
dans le groupe des phénols, les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des
plantes. On estime qu'environ 2 % du carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit

quelques 10° tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier, 2007).
11.1.4.2. Découverte des flavonoides

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C a la Suite
des travaux de Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937) (Marfak, 2003), qui a constaté que les
symptémes hémorragiques du scorbut liés a la fragilité ou I’hyperperméabilité des vaisseaux,
étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de citron riche en vitamine C et des
flavonoides. Alors que I’acide ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré
que la fraction active était de nature flavonoique. Cette action des flavonoides sur la perméabilité
vasculaire a été appelée propriété vitaminique p (p étant la premiere lettre du mot perméabilité)
(Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).

11.1.4.3. Structure des flavonoides

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont

reliés entre eux par une chaine de C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (W- Erdman et al., 2007).
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Figure 2.5. Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).

flavanone R3' flavone

flavanonol flavonol R3’

flavan 3-ol isoflavone

Figure 2.6. Structure des différentes classes des flavonoides (Gamet-payrastre et al ., 1999).
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11.1.5.Les tannins

Les tannins sont des composés phénoliques de haut poids moléculaire utilisés dans
I'industrie du cuir, également responsables de I'astringence de certains aliments (Haslam, 1989).
Ce sont des polyphénoles polaires d’origines végétales (berthod et al. ,1999), ils existent dans

presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines (cowan, 1999).

La plupart des propriétés biologiques des tanins sont liées a leur pouvoir de former des
complexes avec des macromolécules en particulier avec les protéines. Cette propriété semble étre
essentielle dans leur activité antivirale. Ainsi, leur association avec les protéines de surface des
virus ou des cellules hotes serait a 1’origine de la diminution de la charge virale. De telles

activités ont été trouvées vis-a-vis de I’herpeés (Takechi et al., 1985).
11.1.5.1.Sources végétales des tannins

Les tanins sont particulierement abondants chez les coniferes (Ghestem et al., 2001). On
les trouve dans de nombreuses plantes utilisées dans I’alimentation, notamment les céréales et les

Iégumineuses (orge, haricots secs, petits pois, caroube, sorgho) (Peronny ,2005).

Parmi les fruits riches en tanins sont le cassis, la myrtille, le raisin, la canneberge et la
fraise ayant des teneurs maximales observées entre 1,2% et 0,2% du poids frais (Bravo, 1998).
Selon (Ghestem, 2001), tous les organes végétaux peuvent en renfermer (racines, écorces,

feuilles) mais on note fréqguemment une accumulation dans les organes ages.
11.1.6. Les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines tirent leur nom
au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse quand on les plonge dans l'eau. (Iserin
etel., 2001).

15



Chapitre 11 Généralités sur les Métabolites secondaire

Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpenoides. La structure
chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines (cestrogéne,

cortisone) (iserin et al., 2001).

11.2. Alcaloides

Ce sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale (il n’en n’existe que
des rares représentants dans le regne animal), éventuellement reproductibles par synthese azotées
de réactions alcalines plus ou moins prononcées et douées, a faible dose, de propriétes
pharmacodynamiques marquées. Leurs noms se terminent toujours par «ine». Les alcaloides
renferment toujours du carbone, de 1’hydrogeéne et de 1’azote, et le plus souvent, en plus, de
I’oxygene (exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre) , les alcaloides ont des
effets biologiques comme antibiotique, antiparasitaire: toxique pour [’hématozoaire du
paludisme, antitumorale, ainsi gu'ils ont une action sur la circulation sanguine en améliorant la

circulation cérébrale (Messai, 2011).

D'autres alcaloides, comme l'atropine, présente dans la belladone (Atropa belladonna) ont
une action directe sur le corps : activité sedative, effets sur les troubles nerveux (maladie de
Parkmson) (Iserin , 2001).

11.3.Les huiles essentielles

Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux par entrainement a la
vapeur d’eau. Les huiles essentielles ont, a toutes €époques, occupé une place importante dans la
vie quotidienne de ’homme qui les utilisait autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou
méme se soigner(El haibe, 2011). Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme
produits du métabolisme secondaire. Les huiles essentielles sont des mélanges liquides trés
complexes. Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance

d’une branche nouvelle de la phytothérapie : 1’aromathérapie (Bruneton ,1999).
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11.4. Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cycliques ou chaine ouvert. Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique
a 5 atomes de carbone (CsHg) (Lamarti et al., 1994 et Dudareva et al., 2005). Les terpenes ont des

effets contre les bactéries, les myceétes les virus et les protozoaires (cowan, 1999).
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I.1.Matériel végétale
I.1.1.récolte et conservations de la plante

Le matériel végétal est constitué de fruits matures de 1’espece Capparis spinosa récoltés de
régions d'Ain Zaatout wilaya de Biskra (Est d’Algeérie) en octobre 2013. Les fruits récoltés ont été
nettoyés et séchés a I'ombre a I'abri de la lumiére et de I'humidité, et a température ambiante. Apres
séchage, le matériel végétal a été broyé par un mortier pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la

préparation des différents extraits.

Feuilles

Fruits

Bourgeon a
fleurs

Figure .3.7. Les différentes parties de C. spinosa

Figure .3.8.Le matériel végétal sec avant broyage
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1.2. Extraction

Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires du département des sciences de la Nature et

de la vie, I'extraction a été faite par maceration dans des solvants a polarité croissante.
1.2.1. Choix des solvants

L’obtention des composés biologiquement actifs de la matiére végétale dépend en grande
partie du type du solvant utilisé dans le procédée d'extraction. Parmi les facteurs affectant le choix du
solvant, il y'a la quantité de composés photochimiques a extraire, la diversité de différents composés

extraits, la toxicité du solvant dans le processus d'essai biologique.
1.2.1. Extraction avec des solvants a polarité croissante

Différents types d'extraits ont été préparés selon la méthode de DIALLO et al.,(2004) avec

modification les solvants utilisée sont éther de pétrole, chloroforme et Méthanol .

19 g de la poudre ont été extrait avec 114 ml d’éther de pétrole et placé sous Agitation pendant
24 heures (1g pour 6 ml). Aprés filtration sur papier Wattman, le marc était ensuite mis en agitation
avec 114 ml de chloroforme pendant 24 heures, puis 114 ml de méthanol Pendant 24 heures aussi,

dans les mémes conditions opératoires.

Les différentes étapes d'extraction sont résumées dans la figure suivante:
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Matériel vegétal sec broyé

A 4

- Extraction a froid par 1’éther de pétrole (24h)
- Décantation

- Filtration

|

Résidu végétal sec

- Filtration

A 4

- Extraction a froid par chloroforme (24h)

- Décantation

y

Filtrat

v

Extrait d'éther de pétrole(EP)

A 4

Résidu vegétal sec

- Décantation

- Filtration

A 4

A 4

A 4

Filtrat

Résidu végétal sec

Filtrat

|

- Extraction a froid par méthanol (24h)

Extrait de chloroforme(CH)

Extrait Méthanolique (MeOH)

Figure.3. 9. Extraction de poudre des fruits de C. spinosa par des solvants a polarité croissante.
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11.1. Analyse qualitative de différents extraits des fruits du Capparis spinosa L

Les tests préliminaires indiquent la présence ou 1’absence des différents métabolites secondaires

d’intérét.
11.1.1. Mise en évidence des flavonoides

La détection de la présence des flavonoides dans les différents extraits a été faite selon la
méthode de PARIS et al., (1969).

Principe:

Pour chaque 2ml de chaque extrait, on a ajouté quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) a

(1%) et quelgues morceaux de magnésium (Mg).
Expression des résultats :

La présence des flavonoides dans les 3 extraits est indiquée par le virage de la couleur vers

I’orange ou le rouge brique.
11.1.2. Mise en évidence des tanins

La détection de la présence des tanins dans les différents extraits a été faite selon la méthode
de TIWARI et al ., (2011).

Principe:

On a ajouté 3-4 gouttes de solution de trichlorure de fer (fecls)a chaque extrait.

Expression des résultats:

La couleur vire au bleu noire en présence des tanins galliques et au brun verdéatre en présence des
tanins catéchiques (DOHOU et al, 2003).
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11.1.3.Mise en évidence des saponines
Principe:

0.5 ml de chaque extrait a été ajoutée a 2 ml de I'eau, le mélange a été agité (TIWARI et al.,
2011).

Expression des résultats:

Si la mousse produite persiste pendant dix minutes, elle indique la présence des saponines.
11.1.4. Mise en évidence de phytostérols
Principe:

A 1ml d’éxtrait chloroformique, on a ajouté des gouttes d’anhydride acétique, le mélange a été

porté a ébullition et laissé se refroidir

Expression des résultats:

La formation d’un anneau brun a la jonction indique la présence des phytostérols (TIWARI et
al., 2011).

11.1.5. Mise en évidence des alcaloides

Les alcaloides sont mis en évidence grace aux réactifs généraux de Caractérisation des
alcaloides, parmi les, le réactif de Dragendorrff (réactif a I'iodobismuthate de potassium) (KONKON
et al., 2006).et le réactif de Mayer’s (Iodure mercurique de potassium) (TIWARI et al .,2011).

Principe:

On aajouté des gouttes de I'eau acidifié par HCl a 1% a 1ml de chaque extrait puis on a ajouté

des gouttes de réactif de Mayer’s ou Dragendorrff.
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Expression des résultats:
Pour le réactif de Mayer, la formation de précipité jaune indique la présence des alcaloides.

Avec du réactif de Dragendroff, la formation du précipité rouge indique la présence des

alcaloides.
11.1.6. Mise en évidence des diterpénes
Principe:

On a ajouté 3 a 4 gouttes de la solution d’acétate de cuivre a 1 ml de chaque extrait.
Expression des résultats:

L'apparition de couleur verte indique la présence des Diterpénes (TIWARI et al .,2011).
11.1.7. Mise en évidence des protéines
Principe:

On a mis 1ml de chaque extrait avec 3 a 4 gouttes d’acide nitrique.
Expression des résultats:

I’apparition de couleur jaune indique la présence des protéines.(TIWARI et al .,2011) .
I1. 2. Analyse quantitative de différents extraits des fruits du Capparis spinosa L.
11.2.1.Dosage des polyphenoles

La teneur en polyphénoles totaux est habituellement déterminée avec le Spectrophotomeétre en
utilisant généralement le réactif de Folin-Ciocalteu, selon la méthode de Singleton et al.,(1999).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est formé d’acide phosphotungestique (H3PW12,04) et d’acide

phosphomolybdique (HsPM03204), qui sont réduits lors de 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de
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tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO3), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une
longueur d’onde de I’ordre 765 nm (.RIBEREAU- GAYON, 1968).

11.2.1.1.Préparation de la gamme d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir de solutions d’acide gallique (0.2mg/ml)

de différentes concentrations (0 - 200 ug/ml).

Principe:

200 pl de chaque extrait et du standard ont été additionné & 1ml du réactif de Folin- Ciocalteu
(dilué 10 fois dans I’eau distillée). Apres incubation pendant 4 minutes, 800ul de carbonates de sodium
(Na,CO3) (75g/l) ont été ajoutées, puis les solutions ont été secouées immediatement et sont
maintenues a I’obscurité pendant 2h a température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été

déterminée a 765 nm.

La Préparation des dilutions d’acide gallique a été faite comme suit, et chaque essaie a été réalisé

en triple.
Tableau 3. 1. Préparation des dilutions d’acide gallique.

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
Solution mere 0 0.02 0.04 0.08 0.1 0.14 0.18 0.2
Eau distillée 0.2 0.18 0.16 0.12 0.1 0.06 0.02 0
Concentration 0 20 40 80 100 140 180 200

Les différentes dilutions (1, 1/2, 1/4 et 1/8) de différents extrait sont éte réalisees a partir des

extraits prépares, chaque essaia été réalise en triple.
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Expression des résultats:

Les résultats ont ét¢ exprimés en microgrammes d’équivalent d’acide gallique par milligramme

de poudre (ug EAG/mg).

11.2.2.Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de Dowd adaptée par
(ARVOUET-GRAND et al.,1994) basée sur la complication des flavonoides par I’aluminium en

utilisant le trichlorure d’aluminium (AICI3) comme réactif dans cette méthode.

La quantification des flavonoides a été déterminée en fonction d’une courbe d’étalonnage

réalisée par I'étalon standard: quercitrine a des déférentes concentrations (0-35pg/ml)

Principe:

1 ml de chaque extrait et du standard a été additionné alml d’AlCl3 (2 mg d’Alclzen 100 ml de
méthanol). Aprés ’agitation avec vortex les tubes ont été incubés a 1’obscurité pendent 10 min a

température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 430 nm.

La Préparation des dilutions de quercétine a été faite comme suit, et chaque essaie a été réalisé

en triple.
Tableau 2. Préparation des dilutions de quercétine.
Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
solution mere 0 0.14 0.28 0.43 0.57 0.71 0.86 1
Eau distillée 1 0.86 0.72 0.57 0.34 0.29 0.14 0
Concentration 0 5 10 15 20 25 30 35

Les différentes dilutions (1, 1/2, 1/4 et 1/8) de différents extraits sont été réalisées a partir des

extraits préparés, chaque essai a été réalisé en triple.
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Expression des résultats:

Les résultats ont été exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme de

poudre (ug EAC/mg).
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11.1.Extraction

La préparation des extraits a partir des fruits matures du C. spinosa a été effectuée selon la
méthode de Diallo et al.,(2004). Le broyat a été soumise a une extraction par des solvants a
polarité croissante afin d’obtenir trois extraits : extrait d’éther de pétrole (Ep), extrait de

chloroforme (CH) et extrait méthanolique (MeOH).

L’utilisation d’une extraction par des solvants a polarité différente et dans des Conditions
ambiantes permet d’obtenir 3 extraits différents selon le degré de solubilité des molécules
bioactives.

Tableau:5 Résultats d’aspect et couleur des extraits du fruit mature de Capparis spinosa

extrait aspect Couleur

EP Liquid Vert Claire
CH Liquid Vert foncée
MeoH Liquid Marron claire

11.2. Analyse qualitative des extraits du Capparis spinosa
I1.1. 1.Tests préliminaires
Les résultats des tests photochimiques sont résumés dans le tableau suivant:

Tableau 6 : Résultats des tests préliminaires des différents extraits des fruits C. spinosa.

Extrait Métabolite tasté Couleur resultant Résultat
EP Vert claire ~
CH Flavonoides Vert foncé ~

MeOH Rouge brique +
EP Vert claire -
CH Tanins Vert foncé -

MeOH Marron claire -
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EP Formation de mousse +
CH Saponines Formation de mousse +
MeOH Formation de mousse +
CH Phytostérols Annaux marron -
EP précipité rouge brique +
CH Alcaloides précipité rouge brique +
MeOH précipité rouge brique +
EP Vert +
CH Diterpénes Vert +
MeOH vert +
EP +
CH Protéines Jaune +
MeOH +

Le symbole (+) montre la présence des métabolites au niveau des extraits, le symbole (-) montre

I’absence des métabolites, et le symbole (~) une présence trés faible.

Pour notre étude et apres ces tests, nous pouvons dire que nos extraits contiennent des
flavonoides ce qui est en accord avec (Moghaddasianet al.,2012), ou ils ont mentionné que le
caprier (Capparis spinosa) est I’'une des plante de forte quantité de flavonoides surtout les grains.
Aussi la présence des alcaloides esten accord avec (Tliliet al.,2010) et avec Moghaddasianet
al.,(2012). La présence des protéine dans cette plante est aussi rapportée par (Ozcan et
Akgul.,1998 ; Tliliet al., 2010).

On a trouvé aussi la présence des saponinesce qui est en accord avec (fatin,2012) qui a
parlée sur la présence des saponines,mais il y a plusieurs études phytochimique faites sur cette

espece, ne rapporte pas la présence des saponines(Rahmani et al., 2012 ; ladhari et al., 2013 ).

La présence de diterpenes dans notre étude ne confirmer pas par autres etudes (Sharifmoghaddasi,
2013).
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Le résultat négatif pour les phytostérols et les tanins peut confirmer par 1’étude bibliographique
qui ne sites pas la présence de ce 2 dernier dans cette especes (Tlili et al.,2010 ; Rahmani et al.,2012)

Les extraits polaires montrent une présence des flavonoides plus importante que les extraits

apolaires, ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité des flavonoides.

Les tests préliminaires ont révélés la présence des alcaloides dans nos échantillons pour les

trois extraits. Ces résultats positifs indiquent la richesse du Caprier en alcaloides.
11.2.3. Analyse quantitative des extraits du Capparis spinosa
11.2.3.1.Dosage des polyphénoles

La teneur en polyphénoles totaux a été estimée par le réactif de Folin-Ciocalteu selon la
méthode de singleton et al.,(1999).

La courbe d'étalonnage a été tracée en utilisant comme étalon standard I'acide gallique (de O
a 200mg/ml). Tous les essais ont été réalisés en triple et la concentration des composés
phénoliques totaux était déterminés & partir de droite d'étalonnage (y = 0.005x + 0.015, R? =
0.988) et exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d'extrait (ug
EAG/mg de poudre).
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Figure 10 : Droite d’étalonnage d’acide gallique (moyenne £ SD de trois mesures).

Les résultats de dosage quantitatif des polyphénoles totaux des trois extraits sont résumés

dans le tableau ci-dessous:

Tableau 7 : Teneur des différents extraits de Capparis spinosa en polyphénoles totaux

EXTRAIT Teneur en polyphénolestotaux (ug EAG/166.67mg).
EP 127.00+ 3.95
CH 138.06 +0.90
MeOH 165.26+1.90
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11.2.3.2.Dosage des flavonoides

0,3 ~
0.006x +0.029 P
0,25 - R?=0.974
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Figurell : Droite d’étalonnage de quercitrine (moyenne + SD de trois mesures).

Le dosage des flavonoides a été réalisé avec AICls, la quercitrine a été employée comme
standard selon la méthode de (Dohou et al, 2003).

Les essais ont été réalisés en triple et les résultats étaient déterminés a partir de la droite
d’étalonnage (y = 0.006x + 0.029, R? = 0.974) et exprimés en microgramme d’équivalent de
quercétine par milligramme d'extrait (ugEC/mg de poudre).

Les résultats de dosage quantitatif des flavonoides dans les trois extraits sont résumés dans

le tableau ci-dessous:
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Chapitre 11 Résultat et discussion

Tableaull : Teneur des différents extraits de Capparis spinosa en Flavonoides

EXTRAIT Teneur de flavonoides totaux (ug EC/166.67 mg de
poudre).
EP 4,99 +0.04
CH 5.08+0.6
MeOH 8.84+ 0.7

Le taux éleve en polyphénoles a été révélé dans I'extrait MeOH puis le CH et I'EP et celui
en flavonoides dans I'extrait MeOH puis les extraits apolaires. D'apreés les résultats de Meddour et
al.,(2010), le contenu de polyphénoles de I’extrait MeOH des fruits du C. spinosa est de 29,0 +
0,84ug/125 mg de poudre (équivalent d’acide gallique).et de 5.97+0.42 pg/125mg de poudre
(équivalent de rutine) pour les flavonoides. Nous pouvons dire que nous résultats donner des
valeurs élevé par rapport ces résultats, cette différence trouve son explication dans la parties
étudiée car Meddour et al., (2010) travaillaient sur mélange des bourgeons a fleur, fleurs et fruits
immatures , mais nous avons travaillé sur les fruits mature qui expliqué la teneur des polyphénols
élevé, d’autre part probablement la différence en standard utilisé pour le dosage des polyphénols.

En outre, Bonina et al., (2002) ont également trouvé que 1’éxtrait MeOHest riche en
Polyphénols (65,13 + 5,53 mg/g (milligramme d’équivalent de rutine par gramme d'extrait),
valeur élevee par rapport & nos résultats, cette différence trouve son explication dans la différence
des parties de la plante étudiée ou la composition phytochimique de la plante elle-méme qui est
due aux variations environnementales (ils ont travaillé sur les bourgeons a fleurs) et

probablement dans la différence en standard utilisé pour le dosage des polyphénols.
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Conclusion

Conclusion

Le but de ce travail est I’étude qualitative et quantitative des polyphénols et des

flavonoides des fruits matures de Capparis spinosa L.

Nous avons prépare des extraits EP, CH, MeOH a partir des fruits maturesdu C. spinosa,
les tests qualitatives effectuéssur ces extraits révélant la présence des flavonoides, des alcaloides,
des saponines, des protéinés et diterpénes et lI'absence des tannins et des phytostérols. Les
analyses quantitatives des polyphénoles et flavonoides réalisés par le dosage par

spectrophotometre ont réveélé la richesse d’extrait MeOH, puis CH et EP.

En effet, les résultats obtenus lors de la realisation de ce travail ne constituentqu'une

contribution dans la valorisation de cette espece, des essais complémentairesseront nécessaires.

En fin, par ce travail nous espérons apporter notre modeste contribution a lavalorisation

des plantes médicinales Algériennes.
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Résumé

L’étude phytochimique de 1’extrait méthanolique MeOH,l’extraitd'éther de pétrole EP, et ’extrait de
chloroforme CH des fruites matures de C.spinosa a montré la présence des flavonoides, des alcaloides, des
saponines, des protéinés et diterpenes et I'absence des tannins et des phytostérols. Le dosage des polyphénols et des
flavonoides réaliséspar spectrophotometre ont révélé la richesse de I’extrait MeOH avec des concentrations de
165.26 +1.90 ngEAG/166.67mg de poudre pour les polyphénols, et de 8.84+0.7ugEC/166.67mg de poudre pour les
flavonoides.

Mots clés : Capparis spinosa L., Polyphénols, Flavonoides, Dosage. I’extrait méthanolique , I’extraitd'éther de

pétrole, ’extrait de chloroforme .
Abstract

The phytochimical study of methanolic extract MeOH, petroleum ether extract EP, and chloroform extract
CH of mature fruits of C.spinosa showed the presence of the flavonoids, alkaloids,saponins,proteins and diterpens
and the absence of tannins andphytosterols. The proportioning of the polyphenols and the flavonoids realized by
spectrophotometer revealed the richness of MeOH extract with concentration of 165.26 + 1.90 ugEAG/166.67 mg of
powder for the polyphenols and of (8.84+0.7ugEC/166.67mgof powder) for the flavonoids.

Key words:Capparis spinosaL., Polyphenols, Flavonoids, Dosage. methanolic extract, petroleum ether extract,
chloroform extract
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