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Introduction général

¢ Introduction générale

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a la
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire, cependant, I’lhomme n’a découvert les
vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par 1’organisation des
rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique (8000 ans av. J.C). L’observation liée a
I’expérience et la transmission des informations récoltées au cours du temps font que certains
hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de retrouver la plante qui soigne et

finalement de guérir le malade (Fouché et al., 2000).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mises a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composées on
retrouve, dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matiéres
premieres pour la semi-synthése (Bahorun, 1997). Il y a eu encore un réveil vers un intérét

progressif dans ’utilisation des plantes.

D’aprés Le Ministére de I’Aménagement du Territoire et de I’Environnement (M.A.T.E,
2005), Le territoire algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes,
les plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara et autour des points d’eau, CeS ressources
naturelles sont importantes pour 1’économie algérienne et pour le maintien de 1’équilibre

écologique de la région.

En Algérie, les plantes médicinales forment un groupe relativement important mais avec un
nombre modeste d’espéces étudiées pour une ou plusieurs activités biologiques ou d’un point
de vue phytochimique. Parmi les nombreuses plantes médicinales encore non étudiées qui
peuplent la riche flore algérienne, réservoir inestimable de molécules bioactives, nous avons
sélectionné une espéce végeétale du Genre Genista. Appartenant a la famille des Fabaceae pour

une étude phytochimique et biologique.

Parmi les 700 genres de la famille des fabacées, en Algérie on trouve environ 53 genres et
337 especes (Quazel et santa, 1963). Pour notre part, nous nous sommes intéressés dans ce
travail a une espece des 150 du genre Genista réparties en Europe et en région méditerranéenne

notamment en Algérie (Maire, 1987).

De nombreuses substances naturelles ont été isolées des génai a savoir, les alcaloides (Tosun

etal., 1987; Pistelli et al., 2001) et les composés phénoliques, notamment les flavonoides et les
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isoflavonoides (Pistelli et al., 1998 ; Pistelli et al., 2000). Ces composés sont doués d’activités

biologiques potentielles comme 1’activité antihyperglycémiante, antioxydante et cytotoxique

(Rauter et al., 2009) anti- Alzheimer (A.R. Jesus et al., 2014), ainsi que les activités

antiinflammatoire, antiprolifératives et anti tumoral (Rauter et al., 2009).

D’apres les recherches bibliographiques ; cette espece a fait 1’objet d’un nombre restreint

des screening phytochimiques ; ce peu de travail mené sur cette espéce et la diversité du genre

Genista et de la famille des Iégumineuses ; nous a encourageé a etudier cette espéce.

Notre travail sera présenté comme suit :

>

Le premier chapitre concerne 1’étude bibliographique. Cette étude commence par une
description botanique du genre Genista, suivi par des travaux phytochimiques antérieurs
relatifs aux métabolites secondaires les plus courants, reporte également les résultats relatifs
aux activiteés biologiques et I’utilisation dans la médecine traditionnelle des plantes du genre
Genista.

Le deuxiéme chapitre porte sur une étude des composes phénoliques (flavonoides et
isoflavonoides) et saponosides tout en présentant leurs definitions classifications, biogeneses
et propriétés biologiques.

Le troisieme chapitre présente les différents antioxydants, leurs classifications et leurs modes
d’action.

Un quatrieme chapitre est consacré a la présentation des méthodes d’extraction de la partie
aérienne de la plante du Genista, a 1’étude phytochimique et a 1’évaluation des activités,
antioxydante (CUPRAC, B-Carotene), anti radicalaire (DPPH, ABTS), [Iactivité
cytotoxique ainsi que 1’activité antibactérienne de cette espéece.

Enfin un cinquiéme chapitre qui présente les résultats obtenus, leurs discussion et leurs

comparaison avec des études antérieurs réalisée sur des plantes du méme Genre.
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|. L’ordre des Fabales

Les Fabales constituent un ordre de plantes Dicotylédones (Chase et al., 1993). En
classification classique de Cronquist, les Fabales renferment les familles suivantes :
Caesalpiniacées, Mimosacées et Fabacées ou Papilionacées (famille du haricot) (Cronquist,
1981).

1.1. Famille des Fabaceae

La famille Fabaceae ou Leguminosae constitue la troisieme famille des angiospermes de par
le nombre de ses représentants. Ses plantes ont une distribution quasi cosmopolite et se trouvent
dans les zones tropicales, subtropicales ou tempérées (Shaiq et al., 2001). Les plantes Fabaceae
sont généralement de plantes herbacées, arbustes, arbres ou plantes grimpantes a lianes
volubiles ou a vrilles. Elles possedent un métabolisme azoté élevé et renferment des acides
aminés non protéogeniques. Ces plantes sont souvent constituées de nodules racinaires
contenant des bactéries fixatrices d’azote (Rhizobium). Dans de nombreux cas, elles sont
constituées d’alcaloides, parfois de composés cyanogénétiques (Spichiger et al., 2002).

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 730
genres et 19400 especes, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical. Leur métabolisme
dépendant de 1’azote est considérée comme une adaptation aux variations climatiques et
imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de 1’azote via la symbiose légumineuses-
rhizobium permet aux plantes de cette famille d’obtenir des taux élevés en azote ammoniacal
au niveau de leurs racines en fonction de la demande de leur métabolisme (Wojciechowski et
al., 2004).

I.1.1.Position systématique de la Famille des Fabaceae

Selon 1’Angiosperm Phylogeny Group III (2009) les Fabaceae peuvent étre réparties en 4
sous-familles : les Bauhinioides, Caesalpinoideae, les Mimosoideae et les Papilionoideae ou
Faboideae. Cette derniere constitue la plus grande sous-famille des Fabaceae avec 28 tribus,
478 genres et environ 13800 espéces dont 97% parmi les espéces testées sont nodulées (De
Faria et al., 1989) et les membres de cette sous-famille sont principalement des herbacées.

L’analyse des relations phylogénétiques des Iégumineuses est essentielle pour comprendre
l'origine et la diversification de cette importante famille des angiospermes d’un point de vue

écologique et économique (Wojciechowski et al., 2004).
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1.1.2. Description botanique

Les plantes de cette famille sont a feuilles simples ou composés ordinairement alternes et
stipulées parfois plus ou moins entierement transformées en vrilles, les fleurs sont généralement
hermaphrodites réguliéres ou irrégulieres, habituellement pentacyclique et pentameére sauf au

niveau du gynécée qui est unicarpellé (Quezel et Santa, 1962).
1.1.3. Répartition géographique

La famille est particulierement concentrée dans les régions subtropicales et tempérées
chaudes (figure 01), comme en Afrique du sud ou sur le pourtour méditerranéen. Les régions
tropicales abritent essentiellement des especes ligneuses, tandis que les régions tempérées

regorgent des espéces herbacées (Plantes-botanique.org, 2012).

Figure 01 : Carte de répartition de la famille des Fabaceae (Heywood, 1996).
1.1.4. Etudes chimiques antérieures

Les recherches bibliographiques réalisées sur cet axe montre que la majorit¢ d’études
phytochimiques effectuées sur un nombre important d’especes de la famille des Fabaceae
certifie la richesse ainsi que la diversité structurale de ces derniéres en métabolites
secondaires. Les métabolites les plus importants sont: les alcaloides (Keeler, 1989 ; Huxtable,
1990), les coumarines (Estévez-Braun et Gonnzalles, 1997), les composés phénoliques de
type flavonique et isoflavonique (Bilia et al., 1993; Farag et al., 2001), et en petites
quantités les stéroides (Muhammad et al., 2001) et les saponosides (Ibraheim et Khalifa,
2000).

1.2. Présentation du Genre Genista

Parmi les 700 genres de la famille des Fabaceae, en Algeérie on trouve environ 53 genres et
337 especes (Quezel et Santa, 1962). Le genre Genista compte environ 150 espéces réparties

en Europe et en région méditerranéenne (Bruneton, 1999). D’aprés la bibliographie, ce genre
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montre une richesse en composés phénoliques, notamment les isoflavonoides connus pour leurs
activités biologiques diverses. Le genre Genista a été decrit pour la premiere fois par LINNE
enl1753, il appartient a la famille des Légumineuses, sous famille Papilionacées et a la tribu des
Genistée. Quezel et Santa, en 1963, comptent pour ce genre 23 espéces en Algérie dont 11
endémiques (Maire, 1987).

Le genre Genista a un calice campanulé a 5 dents subégales et 5 segments dont les deux
supeérieurs sont libres ou soudés. Les trois inférieurs formant une levre & 3 dents profondes. La
caréne est oblongue et droite ou presque biggibeuse latéralement avec un étendard étroit qui
comprend 10 étamines monadelphes en tube non fendu constitué de 5 longues et 5 courts
stigmates oblique avec gousse déhiscente. Les feuilles formé de 1 a 3 foliole stipulées ou non
et des graines non arillés (Quezel et Santa, 1962).
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Figure 02 : Espéce Genista numidica Spach (Gdebelair.com, 2015).

1.2.1. Principaux métabolites secondaires du Genre Genista

Le genre Genista est connu pour contenir une variété de métabolites secondaires de divers
types, notamment des alcaloides (Rensen et al., 1994) des flavonoides, et des isoflavonoides
qui sont biologiquement actifs (Pistelli et al., 1998, 2000; Giachi et al., 2002; Tosun et al.,
2009 ; Mekkiou et al., 2012). Le tableau 1 présente le contenu en flavonoides, isoflavonoides,

et saponosides ainsi que leurs structures respectives de certaines espéces du genre Genista.
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Tableau 01 : Les métabolites secondaires isolé a partir des plantes de genre Genista

Nom de I’espéce | Nom du composé isole Structure de base R1 R2 R3 R4 Références
Flavonoides et isoflavonoides
Genistéine OH H OH H
G. ephedroides istelli :
P Isoprunétine OCHzs H OH H (Pistelli etal., 1998)

Wighteone OH < OH H
Génistine OH H Oglc H
Génisteone o OH CH2/=< Oglc H
8-C-glucoside génistéine OH H OH glc
Apigénine H H
Ephedroidine H H
Isokaempféride OCHs3 OH

G. corcica Isoderrone H (Pistelli et al., 2000)
Ficuisoflavone OH

Dihydroisoderrondiol

OH
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Nom de ’espéce Nom du compose isolé Structure de base R1 R2 Références
Saponosides
G.ulicina acide3-O-pDglucopyranosyl-oléan-12-ene- CH:OH (Boutaghane
3pB,27,28.triol-29-carboxylique , 2013)
3-O-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-éne-33,27,28,30- COOH
tétraol
acide 3-Op-D-glucopyranosyl-oléan-12-éne-33,28,29- COOH
triol-27-carboxylique
CH20H

3-O-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-éne-33,27,28,29-

tétraol

3-O-B-D-glucopyranosyl, 29-O-B-D-glucopyranosyl-
oléan-12-éne-3p,27,28,29-tétraol
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Le genre Genista comprend également des alcaloides. L’investigation phytochimique de la
plante G. ephedroides (Pistelli et al., 2001) a conduit a I’isolement de cinq alcaloides dont : la
quinolizidine (figure 3): Retamine (1), Anagyrine(2), Lupanine (3). Leurs structures ont été
identifiées par la chromatographie en phase gazeuse GC et la chromatographie en phase gazeuse

couplée a la masse GC/MS.

Figure 03 : Structures des alcaloides isolés de G. ephedroides (Pistelli et al., 2001).

Dans une étude réalisée sur I’espéce G. cinerea Rensen (Rensen et al., 1994), a pu caractériser

deux alcaloides esters (figure 4) : Cineverine (4), et le 13 a-hydroxylupanine (5).

OMe

'""l//

OMe
Figure 04 : Structures des alcaloides isolés de G. cenerea (Rensen et al., 1994).

1.2.2. Quelques activités biologiques reconnues

Genista tenera est une plante utilisée pour sa propriété anti-hyperglycémiante dans la
médecine traditionnelle. L’extrait butanolique de cette plante a fait I’objet d’une investigation
biologique mené par Amélia P. Rauter et ses collaborateurs en 2009 (Rauter et al., 2009). En
plus de I’activité anti-hyperglcémiante remarquable une étude compléte des extraits d’acétate
d’¢thyle, éther diéthyle, butanolique et d’eau a ¢été réalisé dans la mesure de tester I’activité

antioxydante, anti-cholinestérase et la cytotoxicité.

L’extrait butanolique de la plante a montré une activité anti-hyperglycémiante importante
réduisant significativement les niveaux de glucose dans le sang a des valeurs normales apres 15
jours de traitement des rats wistar diabétiques induit par des doses élevées de la streptozotocin.
La meilleure activité de piegeage des radicaux libres a été observé pour I’extrait d'acétate

d’éthyle a des concentrations variant entre [48,7 % a 139,1 g/ ml]. L’extrait d’acétate d’éthyle
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a présenté ¢galement la plus importante activité d’inhibition de ’acétylcholinestérase (77,0% a
70,0 g/ml), cependant les tests de toxicité in vitro n’ont montré aucune preuve de cytotoxicité

aigué ou génotoxicité.

Une étude récente a été realisée par A. R. Jesus en 2014 (A.R. Jesus et al., 2014) a
recommander fortement le 8- B-D-glucopyranosylgenistein comme une entité moléculaire
promotrice d’investigation dans les troubles amyloidiques associer a la maladie d'Alzheimer et

au diabete.

L’activité ulcéroprotéctive a été testée pour plusieurs flavonoides isolés a partir de Genista
rumelica chez des rats Wistar atteint d’un ulcére gastrique en 1988 par L. Rainova (L. Rainova
et al., 1988) I’investigation biologique de ces flavonoides a permis la démonstration d’une
activité ulcéroprotéctive avec une faible toxicité pour une durée de traitement inférieure a 3

mois.
1.3. Distribution et place dans la systématique du Genre Genista
La position systématique du Genre Genista est la suivante (APG 111, 2009) :

Reégne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicotyledonae

Ordre : Fabidées

Sous ordre : Fabales

Famille : Légumineuses (Fabaceae)
Sous famille : Papilionaceae

Genre : Genista

L’espéce étudier existe en formation quasi-monospecifique sur les pentes de basse et
moyenne altitude, que ce soit sur le versant nord ou sur le versant Sud ; elle peut aller jusqu'a
400 m d'altitude (Toubal, 1998). Elle est répartie sur les collines du littoral depuis le Cap Aokas
dans la région de Bejaia jusqu’a Bone (Annaba), (Maire, 1987). Elle a été localisée dans
I’Edough (Cap de Garde, Seraidi, Cap de Fer, Bellelieta, O.EI-Aneb, Bou Khanta...) (Toubal,
et al 2011)
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I1. Les Métabolites Secondaires

11.1. Les Composés phénoliques

Les composes phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone
via la voie de I’acide shikimique et la voie de 1’acétate, celles de I’acide shikimique conduisant,
apres trans-amination et désamination, aux acides cinnamiques et a leurs dérives et celles de
I’acétate conduisant aux poly-cétoesters ou polyacétates (malonate). La structure des composés
phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids moléculaire jusqu’aux tanins
complexes de tres haut poids moléculaire, et ils peuvent étre classés par le nombre et
I’arrangement des atomes de carbone qui les composent, en fonction de la nature de leur
squelette carbone et en fonction de la longueur de la chame aliphatique liée au noyau
benzénique (Cheynier et al., 1997). Les composes phénoliques sont capables de se conjuguer
a des oses ou a des acides organiques. Cependant les composes phénoliques peuvent étre

répartis en deux grands groupes : les flavonoides et les non-flavonoides (Chira et al., 2008).
11.1.1. Les Flavonoides et les isoflavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles qui forment une grande partie des métabolites
secondaires d’un grand nombre de variétés de plantes supérieures appartenant a la famille des
polyphénols, formant ainsi I’ensemble des substances les plus répandues. Ils posseédent une
diversité structurale trés importante. En effet, plus de 9000 structures ont été identifiées
(Bruneton, 1993, Bohm, 1999 ). Ces diverses structures se rencontrent aussi bien sous la forme
libre (aglycone) que sous forme de glycosides. Ils jouent un réle important dans la protection

des plantes (Bruneton, 1993).

Le terme Flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) est le terme générique pour des composés
basés sur un squelette a 15 carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles
phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6)
(Agrawal et Markham, 1989). (Figure 05).

Figure 05 : Squelette de base des flavonoides.
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Les flavonoides sont de fagcon tres génerale localisés dans les feuilles, dans les fleurs ou

encore dans les fruits (tégument externe) (Bruneton, 1999).

Les isoflavonoides forment une sous classe tres large et trés distinguée des flavonoides,
toutes les molécules de ce groupe sont caractérisées par un squelette de 15 atomes de carbone
comme les flavonoides mais réarrangé selon un motif 1, 2diphénylpropanique (Dewick, 1993).
La distribution des isoflavonoides dans le régne végeétal est trés restreinte, elle est presque
specifique a la famille des Fabaceae (Iégumineuses), sous famille des Papilionaceae (Dewick,
1993 ; Mann, 1987).

11.1.2. Propriétés structurales et classification

Les flavonoides possédent le méme élément structural de base, a savoir I’enchainement
phenyl-2 chromone. Ils peuvent étre regroupés en différents classes selon le degré d’oxydation
de noyau pyranique central (Narayane et al., 2001). Les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes
et les tanins (Luthar, 1992, Middleton et Chithan, 1994) (Figure 06).

OH OH H

OH 0O OH O
FLAVONES " FLAVONOLS
R=H ; apigénines R=H ; kaempférol
R=OH; lutéoline R | R=OH; quercétine R
oH CH OH

FLAVAN-3-OLS ' FLAVAN-3,4 DIOLS | DIHYDROFLAVONOLS
R=H ; afzéléchol R=H ; leucopélargonidol R=H ; dihydrokaempférol

R= OH ; catechol | R=OH;: leucopé yanidol | R=OH; dihydroquercétol
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CHALCONES ANTHOCYANIDIOLS AURONES
R=H ; isoliquintigénine R=H ; pélargonidol hiopidol
R=0H ; butéine R=0OH ; cyanidol

Figure 06 : Différentes classe de flavonoides.

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5°. Un ou plusieurs
de ces groupes hydroxyles sont freqguemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosylés ; les formes libres,
sans sucres attaches, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents, portent
leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour les C-glycosides,
la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En effet, la
formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de transférases trés

specifiques quant au substrat et a la position d’osylation (Bruneton, 1999).
11.1.3. Les Voies de biosynthése des flavonoides

La structure en C6-C3-C6 des flavonoides est le produit des deux voies de synthese des
composés phénoliques, le noyau B et le pont carboné constituant une unité phénylpropanoide
synthétisée a partir de la phénylalanine provenant de la voie de I’acide shikimique, alors que le
noyau A vient de la condensation de 3 motifs acétates via la voie de I’acide malonique. La
fusion de ces deux parties implique la condensation d’un phénylpropanoide, le 4-coumaryl,
avec 3 malonyl CoA donnant chacun 2 atomes de carbone. La réaction est catalysée par la
chalcone synthéase, donnant ainsi le tétrahydroxy chalcone, qui va a son tour donner tous les
flavonoides (Crozier, 2003). La structure de base des flavonoides peut subir de nombreuses
substitutions, les groupements hydroxyles étant géneralement en positions 4,5,7. La plupart
des flavonoides existent sous forme de glycosides, la nature du sucre variant grandement selon
les espéces. Les substitutions modifient la solubilité des flavonoides, les hydroxylations et les

glycosylations rendent les composes généralement plus hydrophiles, alors que d’autres
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substitutions, telles que la méthylation, les rendent plus lipophiles (Rahman, 2005). (Figure
07).
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Figure 07 : Voies de biosynthése des flavonoides (Rahman, 2005).
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11.1.4. Intérét biologique des flavonoides

Les flavonoides ont suscité I'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a cause
de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs r6les dans la pigmentation, mais
aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes (Manach et
al., 2004). lls ont également pour fonction de protéger ces derniéres contre les pathogéenes
d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes (Bravo, 1998). Plus
particulierement, les flavonoides sont impliques, chez les plantes, dans le transport d'électrons
lors de la photosynthese et ils jouent un réle de protection contre les effets néfastes des rayons
ultraviolets en agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002). Les flavonoides parviennent a
capturer les especes réactives de I'oxygene associées au stress oxydatif, les empéchant ainsi de
créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont capables d'inactiver et de stabiliser les
radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif. Ils inhibent aussi
I'oxydation des LDL (low density lipoprotein) et, de ce fait, peuvent prévenir I'athérosclérose
et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Tu et al., 2007). Les flavonoides sont
capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires,
antiallergiques et antiulcérogenes (Di Carlo et al., 1999). Certains flavonoides ont également
démontré un potentiel d'agent vasodilatateur (Woodman et Chan, 2004). Ils ont été surnommés
les « modificateurs naturels des réponses biologiques» (Middleton et al., 2000).

Une panoplie d'études in vitro ont ensuite montré que les flavonoides peuvent moduler
I'activité d'une grande variété d'enzymes impliquées dans des voies importantes qui régulent la
division et la prolifération cellulaire, I'agrégation des plaquettes, la détoxification,
I'inflammation et la réponse immunitaire (Middleton et al., 2000), ils sont donc capables de
modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires. Récemment, plusieurs études
épidémiologiques ainsi que des études réalisées dans différentes lignées cellulaires ont
démontré le potentiel antitumoral et anticancéreux des flavonoides (Birt DF et al., 2001; Yang
etal., 2001 ; Ramos, 2007).

11.2. Les Composes Triterpéniques

11.2.1. Généralités :

Les triterpénoides sont une classe de meétabolites secondaires dont la structure de base est en
Cao, Ce groupe est trés répandu dans le regne végétal et animal. Ces composés sont issus de la
cyclisation de I’epoxysqualéne et quelque fois du squaléne. (Manitto, P., 1981, Dey et
Harborne., 1991, Bruneton 1999).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birt%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11578656
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Ces molécules sont presque toujours hydroxylées en position 3 étant donné l'ouverture de
I'époxyde lors de la cyclisation. On dénombre plus de 4000 triterpénes, dérivés de plus de 40
types de squelettes, isolés des sources végétales. lls peuvent étre classés en trois groupes
(Bruneton 1999). (Figure 08) :
% Acyclique comme le squaléne, surtout rencontré dans le régne animal et qui se trouve
également dans I'insaponifiable des huiles végétales (Olive, Lin, Arachide);
% Composés tétracycliques tels que les stéroides, les phytostérols et les cycloartanes;

+* Composés pentacycliques trés fréquents chez les plantes comme les o et  amyrines.

Stéroide

28 29
triterpéne tétracyclique triterpéne pentacyclique

Figure 08 : Différentes classes de triterpénoides

11.2.2.Propriété biologiques des Triterpénes

Les triterpenes, au sens large, présentent un véritable panel d’activités biologiques in vitro.
Ces activités sont aussi variées que le sont les structures triterpéniques. Peu d’expérimentations

réalisées in vivo ont toutefois permis de valoriser ces activités (Peirs, 2005).
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» La Cytotoxicité

Divers types de squelettes triterpéniques sont potentiellement actifs tel que l’ursanes,
oléananes et le lupanes pour lesquels une forte cytotoxicité a été mise en évidence sur des
lignées cellulaires tumorales. A contrario, certains stérols ne sont actifs qu’a forte
concentration. C’est le cas par exemple du p-sitostérol. Cela a été mis en évidence in vitro ou il
a été constaté qu’au-dela d’un certain seuil, le B-sitostérol provoque la contraction des cellules

endothéliales du cordon ombilical (Moghadasian, 2000).
» Activité Anti-Inflammatoire

Des travaux, baseés sur le lien éventuel entre la structure triterpénique et I’activité anti-
inflammatoire (voie orale et application locale), ont permis de montrer que la présence sur un
squelette de base d’un groupement carboxylique en C-28, ou un en C-30 doublé par un
groupement hydroxyle en C-28, entrainait une augmentation d’activité (Recio et al., 1995).
L’activité serait également liée a la conformation adoptée par le triterpéne. Diverses structures
témoignent de I’activité anti-inflammatoire agissant a divers niveaux (Akihisa et al., 1994).
Plus récemment, Huguet et son équipe (Huguet et al., 2000) ont montré que I’activité des
terpénes, de types oléanane et lupane, cible plus particuliérement 1’activateur d’un des
mécanismes menant a I’inflammation, la protéine kinase C. On associe aussi souvent 1’activité

anti-inflammatoire aux propriétés analgésiques de certains triterpenes.

11.3. Les Saponines

Les saponines sont généralement connues comme des composes non-volatils, tensio-actifs

qui sont principalement distribués dans le regne végétal (Vincken et al., 2007). Le nom
«saponine» est dérivé du mot latin sapo, qui signifie «savon». En effet, les molécules de
saponines dans 1I’eau forment une solution moussante. C’est d’ailleurs sur leur tensio-activité
qu’est fondée I’utilisation multiséculaire de certaines plantes qui renferment : la saponaire
(Saponaria officinalis L.) (Bruneton, 2009).
Les saponines font partie des métabolites secondaires. Ce sont des composés qui servent de
défense a la plante. De nombreuses revues rapportent que les saponines existent dans les plantes
sous forme biologiquement active et sont impliquées dans la phyto-protection antimicrobienne
(Hostettmann et Marston, 1995).
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11.3.1. Propriétés structurales et classification

Les saponines peuvent étre classées en deux groupes en se basant sur la nature de leur
squelette aglycone. Le premier groupe est constitué par des saponines stéroidiennes, qui se
rencontrent presque exclusivement dans les monocotylédones angiospermes. Le deuxieme
groupe est les saponines triterpenoides, qui sont le plus commun et on le rencontre chez les
dicotylédones angiospermes. Quelques auteurs distinguent un troisiéme groupe appelé amines
stéroidiennes, classé par certains auteurs comme des alcaloides stéroidiennes (Sparg et al.,
2004).

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, tres polaires et sont souvent retrouves
sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils possédent en outre un large spectre de
propriétés biologiques et pharmacologiques notamment des propriétés immunomodulatrice,
immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et hypocholestérolémiante (Lacaille-Dubois,
2000).

11.3.2. Voie de biosynthése des Saponines

Il apparait qu'un nombre important de plantes synthétisent les saponines triterpéniques,
comme une partie de leur programme normal de croissance et de développement ou comme

réponse aux attaques pathogenes et au stress (Osbourn et Haralampidis, 2002).
11.3.2.1. Génines Triterpéniques

Les sapogénines triterpéniques, comme la majorité des triterpénoides, sont issues de la

cyclisation du (3S)-2,3-époxy-2,3-dihydro squalene (Bruneton, 2009). (Figure 09).

Figure 09 : Structure du 2,3-époxydosqualene (Bruneton, 2009).

Cette cyclisation conduit en premier lieu aux dammaranes, molécules tétracycliques qui existent
a I’¢état d’hétérosides dans des plantes comme le ginseng, ou, lorsqu’elle implique une
conformation différente du précurseur, aux cucurbitanes. Ceux-ci, également tétracycliques, ont

une distribution restreinte (Cucurbitaceae principalement). Beaucoup plus fréquemment, le
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composé tétracyclique de type dammarane n’est qu’un intermédiaire qui évolue vers des
squelettes pentacycliques : oléananes, ursanes et lupanes qui peuvent eux-mémes subir
quelques réarrangements. De fait, les sapogénines triterpéniques de loin les plus nombreuses
sont des molécules pentacycliques : oléanane (on dit aussi dérivés de la RB-amyrine), ursane (on
dit aussi derivés de la a-amyrine) et lupane sont les trois squelettes les plus communs. Plus de
50% des saponines connues se rattachent a 1’oléanane, en particulier a I’acide oléanolique et a

I’hédéragénine (Gaoussou, 2012).

g
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Figure 10 : Exemples de génines triterpéniques (Gaoussou, 2012).

11.3.2.2. Génines Stéroidiques

Les génines stéroidiques (c’est-a-dire les sapogénines) possédent toutes un squelette a 27
atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles : les deux cycles E (furanique) et F
(pyranique) sont, la conséquence d’une cétalisation (mise en contact d’une fonction carbonylé
avec deux fonctions alcool) intramoléculaire qui intervient aprés 1’oxydation en C-16, C-22 et

C-26 d’un précurseur cholestanique (Bruneton, 2009).

spirostane furostane

Figure 11 : Principaux squelettes stéroidiques.
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11.3.2.3. Les Sucres

Les sucres constituent la partie hydrophile des saponines. Ils peuvent étre constituées d’une
ou plusieurs chaines osidiques (linéaires ou ramifiées) a des positions différentes sur I’aglycone
(Bruneton, 2009). Le D-glucose, le D-galactose, le D-xylose, le D-fucose, le D-apiose, le L-
arabinose, le L-rhamnose et 1’acide D-glucuronique sont les oses les plus frequemment
rencontrés dans la structure des saponosides, cependant la partie osidique de certains
saponosides ainsi que les fonctions hydroxyles libres des géniens peuvent étre substituées par

des acides aromatiques ou aliphatiques (Boutaghane, 2013).
11.3.2.4. Les Acides Organiques

Divers acides peuvent estérifier les saponines au niveau de 1’aglycone ou au niveau des
sucres (Hostettmann et Marston, 1995). La figure 12 résume ceux qui sont les plus

fréquemment rencontrés.

R
Acide benzoique H
COOH Acide salicylique OH

Acide N-méthylanthranilique NH Me

R Ri1 R2
Re Acide cinnamique H H H
/ COOH Acide p-coumarique OH H H
R Acide 4-méthoxycinnamique OCHs H H
Acide 3,4-diméthoxycinnamique OCHs OCHs H
R Acide 3,4,5- OCH3 OCH3 OCH3
1 triméthoxycinnamique
Acide férulique OH OCH3 H
H CH
\C:c/ i cHs CHa
AN HO—C
HSC/ COOH \o CH3CH,-CH-COOH
Acide angélique Acide acétique Acide isobutyrique

Figure 12 : Les différents acides organiques rencontrés dans les saponosides (Hostettmann
et Marston, 1995).

11.3.3.Propriété biologiques des Saponines

Des travaux des scientifiques sur les saponines ressort que cette classe de molécules
posseédent des propriétés biologiques et pharmacologiques diverses. On peut citer entre autre

I’activité anti oxydante, anti-inflammatoire, antifongique, antimicrobienne, antiparasitaire,
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cytotoxique, antitumorale, immunostimulante et immunomodulatrice (Hostettmann et
Marston, 1995 ; Lacaille-Dubois et Wagner, 1996 ; Lacaille-Dubois et Wagner, 2000 ;
Perez Guttierez et Vargas, 2002 ; Lacaille-Dubois, 2005).

» Activité Hémolytique

Depuis longtemps, les saponines sont reconnues pour leur capacité a induire la formation
de pores au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer I'némolyse des globules rouges
(érythrocytes) (Gaidi et al., 2002). Cette propriété a amené la mise en place de tests
hémolytiques permettant la détection des saponines dans les extraits de plantes (Sparg et al.,
2004). Toutefois, la forte activité hémolytique de la plupart des saponines a freiné
considérablement leur développement clinique en raison de leur toxicité potentielle lors de
traitements donnés sous la forme d'injections intraveineuses (Wachter et al., 2001).

» Activités Cytotoxique et Antitumorale

De nombreuses saponines possedent une activité cytotoxique in vitro envers une grande
variété de lignées cellulaires cancéreuses. Les valeurs d'ICso (Concentration d’inhibition 50)
mentionnées dans la littérature varient entre environ 4 ng/ml a 20 pg/ml en fonction de la nature

de la saponine et de la lignée cellulaire (Lacaille-Dubois, 2000).
» Activité immunomodulatrice

Actuellement, de nombreux nouveaux vaccins sont en cours de développement
parallelement a I’amélioration des vaccins déja existants en vue de diminuer le nombre
d’injections ainsi que les doses injectées. Il est donc nécessaire d’effectuer des recherches en
vue de découvrir de nouvelles molécules qui auront un pouvoir immunostimulant plus
important que leurs prédécesseurs. Parmi ces nouvelles molécules, les saponosides semblent

étre promis a un bel avenir (Lacaille-Dubois, 1999).
» Autres Activités

D’autres activités des saponines ont ét¢é misent en évidence tel que 1’activité
hypoglycémiante de Chenopodiaecae ou de Gymnema d’Apocynaceae (Perez Guttierez et
Vargas, 2002), ainsi que I’activit¢ hypocholestérolémiante des lanostanes de Kadsura
heteroclita (Li et al., 1997).


https://en.wikipedia.org/wiki/Apocynaceae
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111.1. Généralités

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années
50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de 1’oxygene et la «free radical
theory» pour expliquer le processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et
Fridovich isolent a partir de globules rouges humains, un systeme enzymatique antioxydant, la
superoxyde dismutase (SOD), capable d’¢éliminer 1’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la
premiere fois, que notre organisme produit des EOA. Cette découverte a été le point de départ,
dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les antioxydants
(Haleng.J, 2007).

I11.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires
irréversibles. La réduction univalente de ’oxygéne résulte dans la formation d’espéces
oxygénées activées (EOA) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, radical
hydroxyle), le peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygene singulet. Toutes ces especes sont
potentiellement toxiques pour I’organisme car elles peuvent inactiver des protéines, induire des
cassures au sein de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) avec, comme conséquence, une
altération du message génétique, dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des
processus de peroxydation lipidique au sein de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides
gras polyinsaturés. En situation normale, les EOA sont produites en permanence par notre
organisme (role physiologique) mais un systeme efficace de défenses antioxydantes (vitamines,
enzymes, oligoéléments) permet de réguler cette production afin de prévenir tout dégat
cellulaire excessif. Dans certaines conditions, une surproduction d’EOA due a ’activation de
divers mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses antioxydantes : ¢’est
le stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus impliqué pour expliquer les dégats cellulaires
observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, le diabéte et les

maladies cardiovasculaires (Pincemail, 1999).
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111.2.1. Les espéces réactives de ’oxygene

L’oxygene est un radical libre peu réactif, présent le plus souvent sous forme de dioxygene.
Physiologiquement et dans certaines circonstances, il est a 1’origine de la formation de dérivés
plus réactifs appelés especes réactives oxygénées (ERO). Ces molécules sont tres nombreuses,
de forme radicalaire (contenant un électron non apparié) ou non. Il existe de trés nombreuses
ERO mais les plus importantes sont 1’ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, le radical
hydroxyle, 1’hypochlorite et le peroxynitrite (Figure 13). L’ion superoxyde est formé
spontanément ou par certaines enzymes comme les oxydases ou les complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale. Peroxyde d’hydrogene par I’enzyme superoxyde dismutase. Cette
molécule est plus stable que I’ion superoxyde. Elle est dégradée en eau et oxygene par la
catalase et la glutathion peroxydase. En présence de métaux de transition sous forme libre (fer
et cuivre), elle peut donner naissance au radical hydroxyle qui est la plus réactive et donc la
plus toxique des ERO (Ichai et al, 2011).

le' O 2 (oxygeéne fondamental)

Cl '-MPO

‘)k SOD, Vit
peroxy de’d "hydrogene acide hypbchloreux
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Figure 13 : Apercu des espéces oxygénées activées (EOA) dérivant de 1’oxygene et systémes
de protection permettant de limiter I’effet toxique de ces espéces. GSH : glutathion, CI™ : anion
chlorure ; MPO : myéloperoxydase, SOD : superoxyde dismutase, Se-GPx : glutathion
peroxydase séléno-dépendante (Pincemail, 1999).

111.2.2. Les cibles biologiques des EOA
111.2.2.1. Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme 1’acides linoléique ou arachidonique sont les

cibles privilégiées des EOA et plus particulierement des radicaux libres (Pincemail, 1999). Les
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conséquences seront différent
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es .

I'attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de

LDL (lipoprotéines de densité légeére) oxydées (Figure 14) qui, captées par des macrophages,
formeront le dépo6t lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque

des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le

fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux (Favier,
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Figure 14 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

des produits terminaux formés (Favier, 2003).

111.2.2.2. Oxydation des

protéines

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les EOA

sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes

incluant la fragmentation et I’oxydation des acides aminés (Pincemail, 1999).C’est le cas de

nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et

inactivées (Favier, 2003) (Fi

gure 15).
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Figure 15 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).
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111.2.2.3. Oxydation de ’ADN

Les bases qui composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation.
L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand
nombre de bases modifiées tel que le 8 oxo guanine, la formamidopyrimidine (Favier, 2003),
et le 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine (8-OH2DG) (Figure 16) qui est capable d’induire des
mutations spécifiques pouvant conduire au développement du cancer (Pincemail, 1999).
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Figure 16 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003).

111.3. Les Antioxydants

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou
de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres
en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical
d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres
antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygéne singulet pour la transformer en

chaleur (Yaacoub, 2009 ; Hellal, 2011). On peut distinguer plusieurs types d’antioxydants.

111.3.1. Les antioxydants enzymatiques

Trois enzymes ont un réle essentiel dans la détoxification des espéces réactives de I’oxygéne.
La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la conversion de deux ions superoxydes et deux
protons en peroxyde d’hydrogene et oxygene (Fridovich, 1995). On la retrouve dans un grand
nombre d’organismes vivants soulignant ainsi son importance (Richier et al, 2003).

La catalase transforme le peroxyde d’hydrogene en oxygene et eau, diminuant ainsi sa demi-

vie et atténuant de ce fait la génération de radicaux hydroxyles. C’est un complexe tétramérique
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contenant un héme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase est liee au
NADPH qui la protege et améliore son activité (Ichai et al., 2011).

La glutathion peroxydase catalyse I’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogéne (Levraut et al., 2003). Elle peut aussi réagir avec d’autres substrats comme les
lipides expliquant son role protecteur vis-a-vis de la peroxydation lipidique. Son site actif
contient du sélénium et elle a besoin de glutathion réduit pour fonctionner. C’est une enzyme
ubiquitaire. Dans la cellule, on la trouve essentiellement dans le cytosol et les mitochondries.

C’est une des défenses antioxydantes les plus importantes de I’organisme (Ichai et al, 2011).

111.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

Le glutathion est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il possede une
activité antioxydante propre mais surtout en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase. Une
fois oxydé en glutathion disulfure, il est réduit par la glutathion réductase en présence de
NADPH. Le couple glutathion disulfure/glutathion est le principal responsable thiol de la

balance redox intracellulaire (Ichai et al, 2011).

Les vitamines A, C et E ont aussi des propriétés antioxydantes. Les vitamines C et E
permettent leur régénération mutuelle aprés oxydation (Article) (Ichai et al, 2011). En ce qui
concerne les plantes médicinales bien connues et économiquement importantes, nous pouvons
citer I’ail (Allium sativum L ; Liliaceae) et le ginkgo (Ginkgo biloba L ; Ginkgoaceae) qui sont
utilisés dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et circulatoires (Igor, 2002) pour

leurs métabolites secondaires qui jouent le role d’antioxydant on peut citer comme exemple :

> Les flavonoides : Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des
composés phénoliques ont montré que l’activité antioxydante était déterminée par la
position et le degré d’hydroxylation (lgor, 2002).

> Les tanins : ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours
de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).

» Les coumarines : les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

Les conditions structurales requises pour [’activité antiperoxydante des coumarines sont

similaires a celles signalées pour les flavonoides (Igor, 2002).
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> Les phénols : Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus
étudié. En effet, ce stilbéne, isolé du raisin possede de fortes propriétés antioxydantes
(lgor, 2002).

» Les xanthones : La manguiférine est une xanthone qui posséde la propriété d’inhibition
envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres

contre les anions super oxydes (Diallo, 2005).
I11.4. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition (Favier, 2006).
Les antioxydants naturels semblent contribuer de maniére significative a la prévention des

maladies telles que le cancer ou encore des maladies cardio-vasculaires (Diallo, 2005).

Tableau 02 : mécanisme d’action de quelques antioxydants

Nature Mode d’action
Antioxydants non | Vitamine E Neutralise les radicaux libres

Enzymatique Vitamine C Participe a la réaction d’oxydoréduction

Beta caroténe Fixation des métaux de transition
Antioxydants Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de I’anion superoxyde
Enzymatique catalase Métabolise H20>

Glutathion peroxydase Action  réductrice  sur HxO. et les

hydroperoxydes

111.5. Quelques activités biologiques antioxydantes
I11.5.1. Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

Le teste de DPPH est le plus ancien des tests indirecte pour détermination de l'activité
antioxydante. Le DPPH a été suggéré la premiere fois en 1950 comme un produit naturel
donneur de proton Plus tard, le test a été quantifié pour determiner le potentiel antioxydant des
composés phénoliques individuels et de la nourriture ainsi que des échantillons d’intérét
biologique (Roginsky et Lissi, 2005) Le radical DPPH porte une couleur pourpre foncé est

c’est I'un des rares radicaux d'azote organique stable.
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Le radical libre stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenyl-R-picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante
des composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al, 1995). La stabilité de ce radical
résulte de la délocalisation importante de 1’¢lectron célibataire sur la totalité de la molécule
empéchant ainsi la dimérisation de se produire comme c¢’est souvent le cas pour les autres
radicaux. D’autre part, cette délocalisation est a 1’origine de la coloration violette en solution

éthanolique ou méthanolique caractérisée par une bande d’absorption dans le visible a 517 nm.

I11.5.2. Test de I’activité antiradicalaire pour le radical ABTS*

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et stable tres
utilisé pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des mélanges
complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des antioxydants
classiques de type phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogéne ou
d’¢électron (Rice-Evans et Miller, 1994 ; Rice-Evans et al 1995).

111.5.3. Test de Blanchissement de la Béta-caroténe

Le potentiel antioxydant d’un extrait végétal peut étre évalué par la détermination de la
capacité d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe. Dans ce teste, 1’oxydation de 1’acide
linoléigue produit des radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du 3-caroténe,
ce qui entraine une décoloration de cette derniére mesuré spéctrophotométriqguement a 470 nm.
Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchiment du R-caroténe (Kubola et

Siriamornpun, 2008).

111.5.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

C’est une méthode développée par Apak et al en 2004. Le Test de la capacité antioxydante
par réduction de cuivre CUPRAC (cuivrique Réduire Antioxidant Capacity) est une méthode
de mesure du potentiel antioxydant utilisée pour une grande variété de polyphénols, y compris
les acides phénoliques, les acides hydroxy cinnamiques, flavonoides, les carotenoides, les
anthocyanines, ainsi que pour des thiols et les antioxydants synthétiques, les vitamines C et E
(Ozyiirek et al., 2011).
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I11.6. Autres activités biologiques

111.6.1. L’activité antimicrobienne

En raison de I’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens et de la résistance que
les micro-organismes pathogenes établissent contre les antibiotiques, beaucoup d’attention a
été prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent a avoir beaucoup d’intérét comme
source potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font I’objet d’études pour leur

éventuelle utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses.

C’est dans cette optique que nous envisageons dans ce présent travail, I’étude de I’activité
antibactérienne des différents extraits isolés a partir des feuilles de fleurs d’une plante du Genre
Genista et de mettre en évidence leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis des germes pathogénes pour

I’homme par la méthode de la Bioautographie.
111.6.2. La Bioautographie

Les techniques de purification des extraits peuvent étre associées a des tests biologiques afin
d’effectuer du fractionnement bioguidé. Le bioguidage consiste a déterminer, tout au long de la
purification, la ou les activités d’intérét des différentes fractions obtenues.

Une des méthodes de criblage classiquement mise en ceuvre est la bioautographie sur plaque de
chromatographie couche mince ; il s’agit d’une technique semi-quantitative facile a mettre en
ceuvre, permettant la séparation et la détection simultanées des composés bioactifs présents dans
un extrait (Choma et Grzelak, 2011). Différents types d’activités, telles que des activités
antimicrobiennes, d’inhibition enzymatique (acétylcholinestérase, glucosidase), ou encore de
piégeage des radicaux libres (DPPH, ABTS), peuvent étre évalués par bioautographie
(Marston, 2011). Appliquée aux souches microbiennes, cette méthode est largement utilisée

pour le fractionnement d’extraits de plantes.
111.6.2.1. Bioautographie de contact

Dans ce cas, la plaque de chromatographie couche mince est placée sur le milieu de culture
gélosé, inoculé en surface, pendant quelques minutes ou heures pour permettre la diffusion des
composés. Elle est ensuite Otée, puis les micro-organismes sont mis a incuber. D’une maniére
générale, c’est la technique la plus utilisée mais la moins conseillée dans le cas de composés

peu ou pas hydrosolubles.
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111.6.2.2. Bioautographie directe

Aprés avoir été developpées, les plagues CCM sont pulvérisées avec, ou immergées dans
une suspension fongique ou bactérienne, avant d’étre incubées. Cependant, des précautions sont
requises afin d’éviter la dispersion des micro-organismes, en particulier dans le cas de la

pulvérisation de bactéries ou champignons pathogénes.

111.6.2.3. Bioautographie « agar overlay »

Cette technique est considérée comme étant une combinaison entre les deux citées
précédemment. Dans ce cas, la plaque CCM est immergée dans, ou recouverte par une fine

couche de milieu de culture gélosé et inoculé par la souche bactérienne a tester.

Dans les trois cas, I’incubation est généralement effectuée en atmosphére humide (afin d’éviter
le desseéchement du milieu de culture), puis une révélation est réalisée par une solution aqueuse
stérile de bromure de méthylthiazolyl-tétrazolium (MTT) (jaune) afin de visualiser les micro-
organismes vivants. Des zones d’inhibition de croissance blanchétres mettent ainsi en évidence
I’activité des composés sur la souche microbienne, alors que les micro-organismes vivants,
capables de métaboliser les sels de tétrazolium en cristaux de formazan, sont révélés en violet
(Figure 17).

Micro-organismes vivants

- - Incubation
' 4
e - Révélation au MTT
Plaque CCM inoculée par le “
micro-organisme Zones d’inhibition

(composés actifs)

Figure 17 : Révélation des zones d'inhibition dans le cas des bioautographies directe ou "agar
overlay" (Dieu, 2015).
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111.6.3. Test de cytotoxicité contre I'artémia

L’utilisation des produits naturels comme anti-cancéreux a commencé avec la médecine
traditionnelle Plusieurs médicaments en chimiothérapie étaient isolé a partir d'especes végetales
ou dérivé d’un prototype naturel. Tel que la vinblastine, la vincristine, les taxanes, et 1’étoposide
ainsi que d’autres.

L’activité de 1étalité de ’artémia est un test qui semble étre capable de détecter un large
spectre d'activité biologique présente dans des extraits bruts. La disponibilité des ceufs de
I’artémia, le faible cott, la sécurité et la facilité d’exécution de 1’activité on fait du test un moyen
efficace pour la mise en évidence de la cytotoxicité et I’activité anti-tumoral des extraits végétal
(Quignard et al., 2003).
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IV.1. Apercu et but de travail

L’espece choisie est une plante endémique qui a fait I’objet d’un nombre tres restreint de
screening phytochimique et de dépistage d’activités biologiques. Ce présent travail a pour but de
rechercher de nouvelles molécules et de mettre en évidence les activités biologiques présentes
dans cette espece en vue de valoriser la richesse végétale de 1’ Algérie en plantes médicinales

endémiques.

Aprés I’extraction des parties aériennes de la plante, la phase chloroformique a été fractionnée
en utilisant la technique de chromatographie liquide sous vide (VLC). Ce fractionnement, suivi
de plusieurs étapes de séparation et purification chromatographiques, conduisant a 1’isolement

de 2 composés naturels purs.

Notre étude a porté aussi sur le dépistage des activités antioxydantes, I’activité anti
bactérienne et la cytotoxicité des extraits chloroformique, méthanolique ainsi que des fractions

chromatographique provenant de 1’extrait méthanolique.

1VV.2. Matériel et méthodes
IV.2.1. Matériel végétal

1V.2.1.1. Description de la zone de la récolte

El Aouana est une commune de la wilaya de Jijel en Algérie, située a environ 20 km au sud-

ouest de Jijel (Figure 18).

p
El Aouana

Figure 18 : El Aouana wilaya de Jijel


https://fr.wikipedia.org/wiki/Commune_d%27Alg%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wilaya_de_Jijel
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alg%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Jijel
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1VV.2.1.2. Récolte de la plante du Genre Genista

Les feuilles et les fleurs de la plante ont été récoltées dans la région d’El Aouana au sud-ouest
de la wilaya de Jijel (Nord Est Algérien) au mois de Mai 2014. La récolte de la plante a été
effectuée trés soigneusement de maniére a ne pas détériorer les éléments organiques et minéraux

présents.

IV.2.2. Matériel Chromatographique
IVV.2.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques utilisées durant la réalisation de ce travail sont des plaques prétes a I’emploi a
support en aluminium en phase normale Kieselgel 60 F254 Merck, 250 um (20x20 c¢m) et en
inverse RP 18 F2548S, 200 um Merck. Le développement des plaques CCM a été effectue dans
des cuves en verre pré-saturées en éluant approprié (un solvant ou un systéeme solvant selon la

polarité des molécules que I’on souhaite séparer).

L’observation des CCM s’effectue en lumiere visible et sous UV (254 et 365 nm) dans une
chambre noire, avant la révélation par un révélateur a base d’acide sulfurique dilué a 50% dans

I’eau.

IV.2.2.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour réaliser un fractionnement grossie et rapide des extraits. Elle
permet d’économiser des quantités importantes de solvants en comparaison avec les techniques
classiques. La VLC est ¢galement facile a mettre en ceuvre et rapide, elle s’effectue sur colonne

en verre au bas de laquelle est appliquée une dépression pour accelérer le débit d’élution.

La silice (Kiesel gel Merck 70-230 mesh, 63-200 pum) conditionnée dans I’entonnoir
cylindrique filtrant sur un verre fritté n°3 doit avoir un poids 30 fois supérieur de celui de I’extrait

a déposer (pour 1g d’échantillon on utilise 30 g de silice).

Les systemes solvants utilisés doivent traverser la colonne a plusieurs reprise (3 fois) afin
d’assurer une bonne élution des molécules et I’épuisement total du gel des molécules ayant une

polarité comparable au systéme solvant utiliseé.
1VV.2.2.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

La chromatographie sur colonne ouverte a été utilisée pour séparer et purifier les composantes
de I’extrait chloroformique. Pour cela une colonne en verre de taille et diametre adéquat au poids
des fractions a éte remplis en gel de silice (Kiesel gel Merck 70-230 mesh, 63-200 pm). Les
éluants utilises ont été choisi suite a plusieurs essais par chromatographie sur couche mince des
fractions de la VLC.
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1V.2.2.4. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

L’analyse par CLHP des extraits hydro-alcooliques (5 mg/ml CH3OH) est effectue sur silice
greffée C18 a I’aide du gradient CH3CN : H>O : HCOOH 0,025% (10:90 a 37:63) pendant 31
min puis (37:63 & 850:50) pendant 15 min.

1VV.2.3. Méthode physico-chimique
IV.2.3.1. Spectroscopie de RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN-!H et 13C) ont
été enregistrés a 500 et 125 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-500 et sur un
appareil BRUKER AVANCE DRX-600 équipé d’une cryoplateforme. Les microprogrammes
BRUKER et le logiciel de traitement des données Topspin 2.1 sont appliqués.

Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCl3z et CD3OD dans des tubes
analytiques de 5 mm de diamétre.
Les déplacements chimiques (d) sont exprimés en ppm par rapport au tétra méthyl silane (TMS),

les constantes de couplage sont exprimées en Hz.
1V.2.3.2. Spectrophotométrie UV-visible

La lecture de I’absorbance a été effectuée grace a un lecteur de microplaque Perkin Elmer
(EnSpire Alpha Plate Reader) multimode. Gréce a son monochromateur le lecteur offre une

grande sensibilité aux essais.
IVV.3. Etude d’une plante du Genre Genista
IVV.3.1. Extraction des feuilles et fleurs de la plante

Apres le sechage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les feuilles et les fleurs de
de la plante (1200 g) ont été macérées a température ambiante par un mélange hydroalcoolique
(Méthanol/Eau : 80 : 20 V/V), puis fractionnées par extraction liquide/liquide successives au

chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol, selon la figure 19.
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Plante pulvérisée 1200 g

= Maceération a froid dans un mélange Méthanol + H,O
l (80/20) (3 x 24h).

= Filtration

@ [ Solution hydrométhanolique ]

l = Concentration

[ Résidu sec ]

L = Dilution avec H2O distillée
N

[ Solution aqueuse

= Epuisement par CHCI; (3 x 300 ml)
= Décantation

Y Y

[ Solution du CHCls ] [ Phase aqueuse ]

l = Evaporation a sec
= Epuisement par AcOEt (3 x 300 ml)

Fraction CHCI; (20 g) = Décantation
Y y
[ Solution d’AcOFt ] [ Phase aqueuse ]

l = Evaporation & sec
= Epuisement par le n- butanol (3 x 300 ml)

Fraction AcOEt (10,02g) = Décantation
! }
[ Solution n-butanoliaue ] [ Phase agqueuse ]

l = Evaporation a sec

Fraction n-butanolique (31g)

Figure 19 : Différentes étapes de 1’extraction des feuilles et fleurs de la plante.

IV.4. Criblage « screening » phytochimique par réactions colorées
L’analyse phytochimique sommaire est réalisée sur la base des tests de coloration
caractéristiques en vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques. A cet effet, plusieurs

types de réactifs ont été utilisés. La plupart des tests sont effectués selon la technique de

Harborne (1973).
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IV.4.1. Mise en évidence des alcaloides
IV.4.1.1. Révélation par le réactif de Dragendorff

Le test est fondé sur la capacité des alcaloides de se combiner avec des métaux lourds. Pour
cela Quelques gouttes du réactif de Dragendorff (composé d’un mélange de 0,80 g de nitrate
basique de bismuth, 10 ml d’acide acétique glacial et 40 ml d’eau distillée) sont introduites dans
un tube a essai contenant 2 ml de la solution d’extrait. La formation d’un précipité rouge-orangé

indique la présence des alcaloides.
1V.4.1.2. Révélation par le réactif de Mayer

Les alcaloides sont également mis en évidence par le réactif de Mayer (10 g de Kl et 2,70 g
de HgCl> dissous dans 20 ml d’eau). L’ajout de quelques gouttes de ce réactif a 2 ml de la solution

d’extrait entraine la formation d’un précipité blanc ou blanc-jaune en présence d’alcaloide.
1V.4.2. Mise en évidence des polyphénols
IV.4.2.1. Réaction de la cyanidine

Une des réactions spécifique de la caractérisation des flavonoides est la réaction de la
cyanidine, elle utilise en effet le pouvoir réducteur des métaux en milieu acide pour réduire
spécifiquement le noyau flavonoidique ce qui permet I’apparition d’une couleur caractéristique.
Pour cela une quantité de chaque extrait (Quelques millilitres) a été mélangé séparément avec
Iml de HCI, 1ml de I’cau distillée et 2 ml de rognure de Mg dans un tube a essai. La présence de
coloration rose orange (flavones) ou rose violacé (flavonones) ou rouge cerise (flavonols) dans

la couche surnageante du mélange indique la présence d’un flavonoide.
1V.4.2.2. Révélation par le réactif de Stiasny

Les tanins peuvent étre mis en évidence dans le milieu garce a la réaction colorée avec la
solution aqueuse de FeCls. Cependant la différenciation des tanins peut étre effectuée grace a la
révélation par le réactif de Stiasny (formaldéhyde chlorhydrique). En effet, les tanins condensés
précipitent a chaud par addition a I'infusé du réactif de stiasny. Contrairement aux tanins
hydrolysables qui peuvent étre mis en évidence par 1’addition de chlorure ferrique ce qui va se

traduire par I’apparition d’un composé qui colore la solution.

Dans des tubes a essai, 2.5 ml de chacun des extraits sont mélangé avec 0.5 ml de la solution
aqueuse de FeClz a 1%. La présence de tanins catéchiques ou galliques se traduit par le

développement d’une coloration verdatre ou bleu noiratre.

Pour différencier entre les tanins, [’utilisation du réactif de Stiasny s’est avéré nécessaire dont le

principe est le suivant :
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A 10 ml de chaque extrait 5 ml de réactif de Stiasny sont ajouté (10 ml de formaldehyde + 5 ml
d’acide chlorhydrique concentré). La présence d’un précipité rouge confirmant la présence des
tanins dans le milieu.

La séparation de précipité par filtration est suivie par une neutralisation de la solution par
’acétate de sodium a la fin quelques gouttes de FeClz 1% ont été rajoutées. L apparition d’une

coloration bleu noir indique la présence de tanins galliques.
1V.4.3. Mise en évidence des saponines
IVV.4.3.1. Indice mousse

La présence des saponosides est déterminée quantitativement par le calcul de I’indice de
mousse, qui se définie comme étant le degré de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse
persistante dans des conditions déterminées. La présence de saponines dans la plante est
confirmée avec un indice supérieur a 100. La détermination de I’indice de mousse (IM) est la
méthode la plus abondante pour la confirmation de la présence des saponines.

Dans une série de 6 tubes a essai, sont introduits successivement 1 a 6 ml de chaque extrait,
tous les tubes sont complétés a 10 ml avec de I’eau distillée selon le Tableau 03 et agités

vigoureusement dans le sens de la longueur pendant 15 secondes (Vigor et al., 2011).

Tableau 03 : Gamme de dilutions décroissante de 1’extrait butanolique pour la mesure de

I’indice de mousse.

Numéro de tube 1 2 3 4 5 6
Extrait n-BuOH 1% (ml) 1 2 3 4 5 6
Eau distillé (ml) 9 8 7 6 5 4

Apres agitation pendant une minute il se forme une mousse persistante en présence des saponines.

La mesure de la hauteur de la mousse permet de calculer I’Indice de mousse (IM) :

IM= inverse C xD

Tel que:

C : Concentration initiale de ’extrait

D : Dilution dans le tube ou la mousse >1
1V.4.3.2. Mise en évidence des triterpéenes

La mise en évidence des triterpénes est fondee sur la reaction de Lieberman-Burchard.

Les extraits chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique sont additionné chacun de 0.5 ml
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d’anhydride acétique puis de 0.5 ml de chloroforme, apreés dissolution, les mélanges sont
transférées dans des tubes a essai aux quels est ajouté 1 ml d’acide sulfurique concentré. La
réaction est effectuée a froid. La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, avec coloration

de la couche surnageante de vert ou de violet, traduit la présence de triterpénes.

IV.5. Fractionnement et purification de I’extrait chloroformique de I’espece du

Genre Genista

Les systémes solvants éther de pétrole/acétone et Méthanol/Acétone ont été choisis pour la
VLC (Figure 20) ceci suite a plusieurs développements de I’extrait chloroformique sur des

plagues CCM par différents systémes solvant.

Figure 20 : Fractionnement de I’extrait CHClz par VLC : (1) Equipement de VLC, (2)

Chromatogramme pour le choix du systeme solvant.

Environ 11 g de I’extrait chloroformique de la plante ont été fractionnés par Chromatographie
liquide sous vide sur phase normale, 1’¢lution est réalisée initialement par I’éther de pétrole dont
on augmente la polarité par addition d’acétone, puis par I’acétone avec augmentation de la
polarité par le méthanol jusqu'a 60%. Apres fractionnement, les fractions aux profils
chromatographiques voisins sont rassemblées. 11 fractions (F1 a F11) ont été ainsi obtenues
(tableau 04).

Tableau 04 : schéma d’évaporation de des fractions de la VLC.

Ether de pétrole 100 | 90:10 | 80:20 | 70:30 | 50:50 | 30:70 | 80 et 100
/Acétone
Fractions collectées F1 F2/F3 F4 F5 F6 F7 F8
Eluant : Acétone 80:20 | 70:30 | 60:40 / / / /
/Méthanol
Fractions collectées F9 F10 F11 / / / /
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Figure 21 : Plagques CCM récapitulatives des fractions de la VLC.

La sous fraction F7 (1,058 g) est soumise a une CC de gel de silice en phase normale éluée par

Ether de pétrole : Acétone (100, 95-5, 90-10, 85-15, 80-20, 70-30, 60-40, 100) conduisant a
I’isolement de deux composés a 1’état purs GN1 et GN2 (Figure 22).

Figure 22 : Fractionnement de la fraction F7 par CC : (a) Chromatographie sur colonne

ouverte, (b) Chromatogramme des fractions GNL1.
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IV.6. Evaluation des activités biologiques de Dextrait chloroformique et

méthanolique de ’espéce du Genre Genista

% Le choix des extraits méthanolique et chloroformique ainsi que les fractions F7et F9 pour
I’évaluation des activités biologiques ce justifie par leurs richesse en métabolites
secondaires et par leurs disponibilité en quantité qui permet de réalisé tous les tests
biologiques prévoyait.

IV.6.1. L’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité antioxydante par
piégeage de différents radicaux, comme le radical ABTS™ (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-
azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre
DPPH" (diphenyl-picrylhydrazyle). Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et
la nature diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes,
il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée
quantitativement d’une fagon bien précise (Cristina et al., 2009).

Dans le présent travail nous avons essayé d’évaluer les capacités totales antioxydantes des
extraits méthanolique et chloroformique en utilisant trois méthodes spéctrophotométrique a
savoir ; le pouvoir réducteur de cuivre (Cupric Reducing Antioxidant Capacity, CUPRAC),
lactivité antiradicalaire pour le radical ABTS™ (2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid, ABTS), D’activité antiradicalaire pour le radical DPPH" (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl, DPPH) et le test de blanchissement du B-caroténe.

L’effet des solvants est un parameétre essentiel sur le comportement chimique des composés
antioxydants. Le choix des solvants a différente polarité pour I’extraction peut avoir un effet
significatif sur le transfert des électrons qui est la base des réactions antioxydantes (Finotti et
Majo, 2003 ; Perez et al 2006).

IV.6.1.1. Les antioxydants standard

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme I’acide ascorbique
(vitamine C), a-tocophérol (vitamine E) et les antioxydants synthétiques tel que la BHA (Butyl-
Hydroxy-Anisol) et le BHT (butyl-hydroxy-toluéne) figure 24 (Molyneux, 2004).

Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la réactivité
est estimée par la concentration effective ICso (ou I’inverse 1/ICsq correspond a une réduction de
50% de I’activité ou de I’absorbance) du DPPH'/ ABTS™ dans le milieu réactionnel. La capacité
antioxydante d'un compose est d'autant plus élevée que son ICsg est petit. L’indice ICsg montre

les concentrations de I’antioxydant qui sont nécessaires pour faire décroitre la concentration
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initiale du DPPH' a 50% (exprimée en mol : Antioxydant/mol DPPH/ABTS™ ou mg :
Antioxydant/g DPPH/ABTS'™), mais ne prennent pas en considération I’influence de la

concentration sur le temps de la réaction (Sanchez-Moreno et al, 1998).

OH OH
X
X
OCH, CH,
BHA BHT

Figure 23 : Quelques antioxydants synthétiques (Gulcin, 2012).

IV.6.1.2. Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

*+ Mise en évidence de I’activité antiradicalaire
Afin de mettre en évidence I’activité antiradicalaire de I’extrait chloroformique et
méthanolique, deux plaques CCM des deux extraits ont été développées puis révélé par la

solution méthanolique du DPPH.
+» Dosage de D’activité anti radicalaire par le test DPPH

- Principe du test :

Le principe du test consiste a 1’addition du radical DPPH" & une solution éthanolique (ou
méthanolique) contenant un composé potentiellement antioxydant et pouvant céder un atome
d’hydrogene qui entraine une diminution de la coloration violette caractéristique de I’apparition

de la forme réduite du DPPH.

Q NO, Q NO,
N—NONOz -+ R e H — N—S@—Noz + | ®
o & TG T®

DPPH DPPH-H

y H )* (H Antioxydant @ Radical de I’antioxydant

Figure 24 : Méecanisme de la réaction de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec un

antioxydant.
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- Procédure :

» Préparation de I’échantillon :

Une quantité de 4 milligrammes de 1’extrait méthanolique, chloroformique, le composé GN1
et la fraction F9 et le standard (a tocophérol), ont ét¢ dissoutes dans 1 ml du méthanol (Solution
mere de 4000 ppm), ¢’est a partir de cette derni¢re qu’une série de dilution de 1/2 a été préparé.
Le tableau 05 présente la série de dilution préparée pour I’extrait chloroformique sachant que

tous les extraits ainsi que le standard ont été préparé de la méme maniére.

Tableau 05 : Série de dilutions et concentration respectives de 1’extrait chloroformique.

Extrait chloroformique
o 1/1 (Solution | 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Dilution .
meére)
Concentration de la 4 mg/mi 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,0625
solution (4000 ppm)
(mg/ml)
Concentration dans le 800 400 200 100 50 25 12,5
milieu réactionnel en
pug/mi
» Protocole

L’activité antiradicalaire été mesurée selon le protocole décrit par Blois, 1958 avec de Iégeres
modification. Un volume de 40 pul de différentes concentrations de chaque échantillon ainsi que
I’antioxydant standard (a-tocophérol), est déposé dans chaque puits, 160 pl de la solution
méthanolique de DPPH (0,1 mM) est ajouté par la suite. Parallelement, un contrdle négatif est
préparé en ajoutant 40 pl du méthanol a 160 pl de la solution méthanolique de DPPH. Aprés
incubation a température ambiante a 1’obscurité pendant 30 min, I’absorbance est mesurée a 517

nm. Les tests sont pratiqués en triplicata.

Le pourcentage de I’activité antiradicalaire de DPPH a été calculé comme suit :

[ % AA = [(Abs contrdle — Abs extrait)/ Abs controle] x 100 ]
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1V.6.1.3. Test de I’activité antiradicalaire pour le radical ABTS™
- Principe du test :

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un cation radicalaire
facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une solution

colorée en vert-bleu (Figure 25) (Re et al, 1999).

0,8 S S0y 08 S SOs1*
%N_N KZSZOS \@ >=N—N
— .
N N
\ \
C,Hs CHy C,H, C,H;

ABTS *

ABTS

Figure 25 : oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS™
(Gulgin, 2012)

La concentration de ce radical peut étre déterminée en mesurant 1’absorbance a la longueur
d’onde appropriée. L’addition d’un antioxydant a une solution de ce cation radicalaire entraine

la réduction de ce radical et une diminution de 1’absorbance mesurable a 734 nm.

Cette diminution dépend de I’activité antioxydante des composés testés mais souvent aussi du

temps et de la concentration (Re et al, 1999).
- Procédure :
» Préparation de I’échantillon :

Le protocole de dilution des extrait et celui utilisé pour 1’activité précédente. Cependant, la
série de dilution du standard a été modifié en raison de la forte activité antiradicalaire de
I’Hydroxyanisole butylé (BHA) pour la réduction de I’ABTS™. Pour cela, une solution mere de
31,25 pg/ml a été préparée avec 7 dilutions de 3/4 pour chacune.

> Protocole

Cette activité est déterminée selon la méthode de Re et al (1999) avec des volumes ajustés

pour une manipulation sur microplaque de titration.

Le cation radicalaire ABTS™ est généré en mélangeant 5 ml de la solution aqueuse d’ABTS (7
mM) avec le persulfate de potassium a 2,45 mM (concentration final dans le mélange), le tout
est conservé a 1’abri de la lumiére et a + 4 °C durant 16 h avant 1’utilisation. La solution obtenue

est diluée avec le méthanol pour obtenir une absorbance de 0,7+0,020 a 734 nm. 160 pl de cette
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solution fraichement préparée sont ajoutés a 40 ul de différentes concentrations de chaque

¢échantillon ainsi que 1’antioxydant standard BHA.

Le blanc est prépar¢ en parall¢le suivant le méme protocole en remplacant I’échantillon par le
méthanol. Aprés 10 minutes d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 734 nm en utilisant le

lecteur de microplaque.

Le pourcentage de I’activité antiradicalaire est calculé en utilisant la formule suivante :

[ % AA = [(Abs contrdle — Abs extrait)/ Abs contréle] x 100 ]

1VV.6.1.4. Test de Blanchissement de la Béta-caroténe
- Principe du test :

Cette technique spéctrophotométrique consiste a mesurer la décoloration du [-caroténe
résultant de son oxydation par les produits de décomposition de ’acide linoléique. L’oxydation
de ce dernier génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -
caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470
nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-caroténe (Tepe et al.,
2006).

- Procédure :
» Préparation de I’échantillon :

Selon la méthode Dapkevicius et al., 1998. Cing dilutions ont été préparées pour cette activité
a partir de 1000 ppm pour 1’extrait chloroformique, la fraction F9 ainsi que le composé GNL1.
Cependant, les résultats ont €té obtenus a partir de 500 ppm pour le BHT et I’extrait méthanolique

en raison de leurs fortes activités.
> Protocole

0,5 mg de Béta-Caroténe a été mélangé avec 200 ul de tween 40 et 25 pl de I’acide linoléique,
le tout est ajouté a 1 ml de chloroforme. Le mélange est évaporé a I’aide d’un rota vapeur puis
mélanger a 50 ml de I’eau oxygéné. La solution générée doit avoir une absorbance qui varie entre

0,5 et 0,6. Dans le cas contraire 1’absorbance est ajusté en ajoutant de I’H20».

Dans chaque puits de la plaque, 40 pl de chaque concentration des extraits et du standard sont
ajoutés a 160 pl de la solution du béta-carotene, la plaque est incubée par la suite a 45°C et

I’absorbance est enregistré a 470 nm chaque 30 min pendant 2 heures.
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Les pourcentages d’inhibition de blanchiment de la 3-caroténe ont été calculés par la formule
suivante :

[ % d’inhibition = [(D.O E120 — D.O T120) / (D.O To - D.O T120)] X 100 ]

Tel que :

D.O E120: Absorbance de I’extrait a T = 120 min

D.O T120: Absorbance du témoin négatif a T= 120 min

D.O To : Absorbance du témoin négatif a T =0 min

IV.6.1.6. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
- Principe du test :

Le test consiste au suivie de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproine
(Nc), cuivre (Cu?") [Nc2 — Cu?*]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe
cuivre—néocuproine est réduit (Figure 26).

[ ]2+ [ 1+
N\ S 7 N Les antioxydants N 7 N
N N= réduits N N==
HaC - CHg HaC Ceu” CHs
Cu le Cu (II) au Cu (I) Cu
HaC CHg . HsC, CHg + H
N N— N N—
2N 7 N
- / _ Y
Cu(I)Nc Cu(l)Nc

Figure 26 : Réduction du complexe néocuproine / cuivre (1) (Ozylrek et al 2011).

Cette réaction est quantifié spectrophotométriqguement a une longueur d’onde de 450 nm (Apak
etal., 2004).

- Procédure

» Préparation de I’échantillon :

Le protocole de dilution des extraits et du standard (BHT) et celui utilisé pour 1’activit¢ DPPH.
» Protocole
La methode utilisée est celle de (Apak et al, 2004), 40 pl de chaque échantillon et de standard

est rajouté a 60 ul du tampon d’acétate d’ammonium (AC-NH4) (1M, PH 7) préparé dans de
1’H>0Odd, 50 ul de la solution aqueuse du Chlorure de cuivre (1) (Cu Clz, 2H20) (10 mM) et 50
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pl de la solution éthanolique de la néocuproine (7,5 mM), dans chacun des puits de la plaque. Le
mélange est homogénéisé a I’aide d’un agitateur de microplaque, puis incubé durant une heure.

L’absorbance est mesuré a 450 nm par un lecteur de microplaque.

Les pourcentages d’inhibition sont déterminés graphiquement grace au logiciel statgraphics.

IV.6.2. L’activité antibactérienne
IVV.6.2.1. description et principe de la Bioautographie

C’est une technique qui permet la détection des composés antimicrobiens au sein d’un extrait
de plante. En effet, la bioautographie est une technique de laboratoire visant a découvrir les
substances qui affectent les taux de croissance des microorganismes dans des mélanges

complexes et des matrices. (Rahalison L et al, 1991).
1V.6.2.2. préparation des plaques CCM

Un volume de 20 pL (100 mg/ml) des extraits méthanolique et chloroformique ont été déposés
sur des plagues CCM en phase normal. Les plaques ensuite ont été développées dans un systeme
de solvant MeOH : CHCIz 7 : 3 et acétate : cyclohexane 5 : 5 respectivement. Apres migration

les plaque sont sterilisées sous hotte microbiologique par lampe U.V.
IV.6.2.3. préparation des souches microbiennes

Quatre souches bactériennes différentes ont été choisies. Dans un premier temps, 1 ml d’une
suspension bactérienne liquide a été ajouté a 9 ml de BHI (Brain Heart Infusion Agar), le mélange
est incubé pendant 24 heures dans une étuve en respectant la température optimale de la poussé
de chaque espéce bactérienne. Le tableau 06 résume les conditions de la revivification

bactérienne.

Tableau 06 : Conditions de préparation des souches bactériennes

N° Souche Certificat Gram 1,_ optlm.al Milieu de
d’incubation | culture

1 | Escherichia coli CECT 515 Négatif 37°C

2 | Pseudomonas aeruginosa | CECT 4898 30°C BHI

3 | Staphylococcus aureus ATCC Positif 37°C

4 | Enterococcus faecium DSM 20075 37°C
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1V.6.2.4. préparation de I’inoculum

La charge bactérienne a été réduite a 10* Bactérie/ml grace a une série de dilution. Pour cela
les souches bactériennes utilisées sont cultivées dans des tubes contenant le milieu Muller Hinton
(culture en surface par stries dans des tubes inclinés). Un jour plus tard, 10 ml de I’eau peptonée
sont ajouté au tube contenant la culture bactérienne, une série de dilution est réalisée par la suite
selon la figure 27. 11 est important de bien mélanger le tube avant chaque transfere afin d’assuré

une charge bactérienne homogeéne.

(N

i - i

1 ml de | 1mlde 1 ml de N
Suspension Suspension Suspension Suspension ‘
bactérienne dans =
10 ml de I’eau
peptonée 9 ml eau 9 ml eau
peptonée peptonée
& ,
& - Flacon de
gélose MHA

Figure 27 : Préparation de I’inoculum.

Les plaques développées et stérilisés sont placés dans des boites de pétrie en verre, 30 ml de
la gélose contaminée est par la suite coulée sur les plagues qui seront incubé a 37°C pendant 24
heures.

Des disques de la gentamycines (un antibiotique puissant) sont incubés a la surface de la
gélose contaminée par chacune des souches bactériennes séparément incubé dans les mémes

conditions que les plaques CCM.
IV.6.2.5. Révélation

Aprés une incubation pendant 24 heures a 37°C, une pulvérisation de la gélose par une
solution de para-iodonitrotétrazolium (INT) a 2 mg/ml a permis de visualiser les zones

d’inhibition révélant la présence de composés actifs.
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IV.6.3. Test de Cytotoxicité contre I'Artémia
1V.6.3.1. Description de I’activité de Cytotoxicité

Un certain nombre d’études ont adopté I’utilisation du test de la cytotoxicité des extraits de
plantes contre 1’artémia comme un test de D’activité pesticide, anticancéreuse, larvicide,

antiparasitaire et cytotoxique (Quignard et al., 2003).
I1VV.6.3.2. Protocole

Une quantité de 2 g des ceufs de 1’artémia a été déposé dans 500 ml de I’eau de mer, a PH 8,3
ajusté avec de I’NaOH. Le mélange est incubé sous lumiere dans une étuve réfrigéré a 26°C
durant 48h. Et afin d’assuré les besoin de I’artémia en oxygene une pompe est relié au récipient
contenant les ceufs.

Apres I’éclosion des ceufs, les larves sont mises en contact avec différentes concentrations des
extraits méthanolique et chloroformique (4 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml). 100 pl de
chaque concentration préparée dans le DMSO est déposée dans un tube contenant 4,9 ml de I’eau
de mer avec 10 larves de I’artémia. Les tubes sont par la suite incubés pendant 24 h a 26°C. Un
tube de control est préparé en remplacant 1’extrait par 100 ul du DMSO.

Les résultats sont obtenus par comptage des larves survivantes. Pour chaque concentration la
dose létal 50 est calculée (dose nécessaire pour tuer 50% des larves).

Les pourcentages de mortalité sont calculés selon 1’équation donnée par Meyer et al 1982 :

[ % de mortalité = [(A-B)/B] * 100 ]

Ou :
A : nombre de larves mortes dans ’extrait.

B : nombre de larves mortes dans le control.
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V. Criblage « screening » phytochimique par réactions colorées

L’analyse phytochimique réalisée a permis de constater la présence des quatre grands groupes
chimiques (flavonoides, terpenoides, saponosides et tannins). Cependant, les alcaloides ne
semblent pas étre présents dans les trois extraits.

Selon leur intensité les réactions qui se produisent sont classées de : négative (-) jusqu’a

franchement positive (+++).

V.1. Recherche des alcaloides
Les réactions caractéristiques des alcaloides ont donné des résultats négatifs avec les trois extraits
apres utilisation des réactifs appropriés (Tableau 07).

Tableau 07 : Résultats de recherche des alcaloides

Extrait Chloroformique Acétate d’éthyle Butanolique

Alcaloides - - -

On peut donc déduire que les alcaloides sont absentent dans les 3 extraits.

V.2. Recherche des flavonoides

La caractérisation des flavonoides dans les extraits a montré que ces composés phénoliques sont
fortement présents dans les trois extraits étudiés. (Tableau 08).

Tableau 08 : Résultats de recherche des flavonoides.

Extrait Chloroformique Acétate d’éthyle Butanolique
Pas de couleur Rose orange Rouge cerise
) (Forte
Coloration

concentration de la

chlorophylle)

Type de flavonoides + flavones flavonols

Les résultats obtenus montrent que la plante possede différents classes des flavonoides.
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V.3. Recherche des tanins condenses
Les tanins condensés ont été mis en évidence dans I’extrait Butanolique par le réactif de Stiasny.

(Figure 28).

Figure 28 : mise en évidence des tanins condensés

(a) Coloration rouge de I’extrait Butanolique témoigne la présence des tanins condenses.

(b) Coloration verdatre de I’extrait Butanolique confirme la présence des tanins hydrolysables.

Les résultats obtenus pour les trois extraits sont résumes dans le tableau ci-dessous

Tableau 09 : Résultats de recherche des tanins condensés et galliques dans les 3 extraits.

Extrait Chloroformique Acétate d’éthyle Butanolique
Tanins condenseés - - ++
Tanins galliques - - +

On peut donc conclure que les tanins condensés sont présent considérablement dans 1’extrait
Butanolique. Cependant, ces derniers sont totalement absents dans 1’extrait chloroformique et

acétate d’éthyle.
V.4. Recherche des stérols et triterpenes

Les réactions caractéristiques des stérols et des triterpénes ont été révélés dans les trois

extraits, les résultats sont réunis dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Résultats de recherches des stérols et triterpénes.

Extrait Chloroformique Acétate d’éthyle Butanolique

Sterols et terpénes + ++ +

Les résultats obtenus permet de confirmé la présence des stérols et des terpenes dans les 3

extraits. Cependant, I’extrait d’acétate d’éthyle est le plus riche de ses molécules.
V.4. Recherche des Saponosides

Apres agitation, la mousse persistante dans les tubes pour plus d’un quart d’heure ayant une
hauteur de plus d’un cm (Figure 29) indique la présence des saponosides. L’indice de mousse est

calculé par la suite selon la formule suivante :

IM =DPinverse Cx D

Ou:
C : Concentration initiale de 1’extrait Butanolique = 1/ 100

D : Dilution dans de tube N°2=2/10
IM= 1/100 X 2/ 10 = 2/1000

IM = Tinverse 2/1000 = 1000/ 2 =500 > 100

Figure 29 : Caractéristique des saponosides.

Les résultats obtenus ont montré que seul ’extrait Butanolique renferme des saponosides

(Tableau 11).
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Tableau 11 : Résultats de recherche des saponosides.

Extrait Chloroformique Acétate d’éthyle Butanolique

Saponines - - +++

Afin de résumer le criblage phytochimique de la plante, le tableau 12 récapitule les résultats
obtenus pour les différents tests élaborés et montre la présence ou 1’absence des composés pour

chaque extrait :

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des résultats.

Extrait Flavonoides Taninsl Terp,éne ¢t Saponine | Alcaloides
condenses sterol
CHCls +++ - + _ _
AcOEt + - ++ - -
n-BuOH ++ +++ + +++ -

(+) : présence ; (++) : présence considérable ; (+++) : abondance ; (-) : absence

Tous ces métabolites secondaires identifiés dans les différents extraits sont a 1’origine de
nombreuses propriétés pharmacologiques. En effet, les flavonoides et les isoflavonoides sont des
antioxydants par excellence reconnus (Husain et al., 1987 ; D’abrosca et al., 2007) Outre leur
pouvoir antioxydant. 1ls sont des antiulcéreux, antispasmodiques, analgésiques, anti sécréteurs et
des anti-diarrhéiques (Di Carlo et al, 1999). Les tanins manifestent les propriétés de la vitamine
P. Ils renforcent les vaisseaux sanguins et contribuent a I’accumulation de la vitamine C dans
I’organisme (Lazurevskii et al, 1966). Les polyphénols en général possedent un effet de
rétention potassique qui fait d’eux des diurétiques (N'guessan, 2008).

Les saponosides ont des effets : antiviral, hypocholestérolémiant, hépato-protecteur,
antitumoral, et anti-cancérigéne (Hayashi et al 1997 ;Kuzuhara et al, 2000 ; Kerwin, 2004).

Les stérols et polyterpenes ont la capacité de diminuer les risques de maladies
cardiovasculaires s’ils sont associés a une alimentation pauvre en graisses saturées et en

cholestérol (US FDA, 2000). lls sont également utilisés en cosmétique comme émulsifiants et
bactéricides (Clark, 1996).
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V.5. Description des profils chromatographique de ’HPLC

L’observation de profil chromatographique de 1’extrait méthanolique des feuilles et des fleurs de
I’espéce du Genre Genista (figure.30) par HPLC, montre bien la richesse de ce dernier en

métabolites secondaires notamment les polyphénols qui absorbent bien a 280 nm.

La figure 31 montre la présence de deux series de composés isoflavoniques (A= 325 nm) de

polarité différente :

¢ La premiéere série des composés polaires entre tr = 1 et 5 min

% La deuxiéme série des composés apolaires entre tr = 15 et 30 min

=
=
s
=

A= @)
Retention Tirme [min]

Figure 30 : Chromatogrammes CLHP analytique de 1’extrait méthanolique des feuilles-fleurs

de la plante a 280 nm.
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Figure 31 : Chromatogramme CLHP analytique de I’extrait méthanolique des feuilles-fleurs de
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Retention Time [min]

la plante a 325 nm
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V.6. Détermination structurale du composé GN1

Le composé GNI1 se présente sous forme d’une poudre jaune. Il donne une tache orange a la
lumiere UV a 365 nm et se révele en jaune apres révélation par une solution acide et chauffage a

100 °C. Ceci suggeére une nature isoflavonoidique de ce composeé.

Le spectre UV du composé GN1 enregistré dans le MeOH présente deux bandes d’absorbances
maximales : la bande | a 364 nm sous forme d’un épaulement et la bande 1l & 261 nm (figure 32)

tel que la bande | est caractéristique d’un squelette de type isoflavone.

2,59
Bande |1

2,0

151

10] Bande |

Absorbance

0,54

00+

250 300 350 400 450 500

Longueur d'onde(nm)

Figure 32 : Spectre UV du composé GN1

L’addition de NaOH induit un effet bathochrome de 65 nm pour la bande I, indiquant la présence
d’un OH libre en position 4'. L’apparition d’une nouvelle bande dans ce méme spectre révele la

présence d’un OH libre en position 7.

MeOH
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Figure 33 : spectre UV du composé GN1 enregistré dans le : MeOH et NaOH
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L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande 11 de 6 nm par rapport

au spectre enregistré dans le MeOH, confirmant ainsi la présence d’un OH libre en 7

MeOH
2,24
2,04
1,81
1,6
144
124
1,04
08+
0,6
0,4
0,2
0,0

-0,2

MeOH+NaOAc+H BO,

Absorbance

250 300 350 400 450 500

Longueur d'onde(nm)

Figure 34 : spectre UV du composé GN1 enregistre dans le : MeOH, NaOAc et HsBO4

Le déplacement bathochome de 54 nm de la bande I, observé dans le spectre UV enregistré dans
le chlorure d’aluminium acidifié¢ (AlCl3 + HCI), indique la présence d’un groupement hydroxyle

en position 5.
L’absence du déplacement hypsochrome de la bande | en comparant les spectres AlICIz + HCI /

AICIz, laisse prévoir I’absence de systéme ortho dihydroxylé sur le cycle B

MeOH
2,51

MeOH+ALCL +HCL

Absobance
o o o o
) L n

o
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Figure 35 : spectre UV du composé GNL1 enregistré dans le : MeOH, AICIlz + HCI
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La nature de ce composé est mise en évidence une fois de plus par I’analyse du spectre RMN 3C
(figure 36) qui révéle I’existence d’un nombre important de signaux entre 94,6 et 181,5 ppm

attribués aux carbones aromatiques de ce flavonoide.

C-4 . ) c-1
c7 © 40-5 dc ? €3 C-10
| l l ‘ . | |
C-2 C-6 C-8
C-2-C-6' oty
1&5 1&0 1}5 1}0 1II55 1II50 1%5 1é0 1:‘1—5 1:‘1—0 1:I35 1:I30 1I25 1I20 1‘;5 1‘;0 1EI}5 1[I}G 9I5 Ip;::'m

Figure 36 : Spectre RMN 3C DEPT du composé GN1

L’analyse du spectre de RMN H (figure 37) du composé GN1 montre la présence de :

- Un singulet d’intégration 1H a & = 8,31 ppm attribuable a H-2, caractérisant la structure d’une
isoflavone.

- Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a & = 6,39 ppm (J = 2,1 Hz) attribuable a H-
8, le second a & = 6,23 ppm (J = 2,1 Hz) attribuable a H-6 indiquant ainsi la substitution du cycle
A en positions 5 et 7.

- Deux doublets d’intégration 2H chacun a 6+ 6,83 (d, J = 8,6), et 7,38 (d, J = 8,5), attribuables
a H-3', H-5' et H-2', H-6', respectivement indiquant ainsi une substitution du cycle B en position
4',

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé GN1 sont réunis dans le tableau
13.
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Figure 37 : Spectres de RMN H composé GNL1.

Ces données spectrales UV et RMN *H et *C sont en accord avec celles rapportées dans la

littérature pour la Génistéine isolée pour la premiére fois de Genista tinctoria en 1899 par Perkin
and Newbury (Kristina et al., 2013).

4 )

HO O

OH O OH
N /

Figure 38 : Structure de la Génistéine
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Tableau 13 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz) du GN1
dans CD30OD.

N° oc on (m, J Hz)
2 155,2 s, 8,31

3 | 1236 -

4 | 1815 -

5 | 158,9 -

6 | 100,3 6,23 d (2,1)
7 165,6 -

8 94,6 6,39d (2,1)
9 | 158,7 -

1 105,7 -

1 122,7 -

2' | 1315 7,38 d (8,6)
3 | 116,3 6,83 d (8,6)
4' | 163,3 -

5 | 116,3 6,83 d (8,6)
6 | 131,2 7,38 d (8,6)

V.7. Détermination structurale du composé GN2

Ce composé est purifié sous forme d’une huile blanche soluble dans le chloroforme. Il montre
sur CCM une tache qui se colore en rose apres réveélation par une solution acide et chauffage a
100°C.

Le spectre RMN *H de ce composé GN2 (Figure 39) montre des signaux & champ fort sous forme
multiplet, doublet et singulets d’intégration 3H chacun, résonant dans une région allant de 0,70
a 1,3 ppm, caractéristiques de protons méthyliques. Il montre aussi un signal sous forme doublet
large d’intégration 1H a 5,37 ppm caractéristique d’un proton oléfinique, ainsi qu’un signal
multiplet d’intégration 1H repéré a 3,51 ppm caractéristique d’un proton porté par un carbone
oxydé. Ce premier constat permet d’avancer pour notre composé un squelette stéroidique
(phytostérol).

L’identification structurale compléte de cette molécule nécessite d’autres méthodes d’analyses

comme résonance magnétique nucléaire bidimensionnel RMN 2D
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Figure 39 : Spectres de RMN H composé GN 2.
V. 8. Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des composés est attribuée a divers mécanismes d’action, parmi eux, la
capacite réductrice, la fixation des ions métalliques de transition (catalyseurs), la décomposition
des peroxydes, et ’activité scavenger ainsi que d’autre activités (Gulgin et al., 2004). De plus,
la capacité antioxydante des extraits végétaux est largement influencée par la composition des
extraits et les conditions de la réalisation du test. Pour cette raison, il est nécessaire d’effectuer
plus d’une mesure de I’activité antioxydantes afin de prendre en considération les différents
mécanismes d’action (Li et al., 2008). Dans ce travail, quatre mécanismes d’action ont été
étudiés ; Pactivité scavenger du DPPH® et de I’ABTS®+, I’inhibition de 1’oxydation de I’acide
linoléique (test de blanchiment du béta caroténe) et enfin la capacité de réduction de cuivre par

le teste Cuprac.

VI. 8.1. Activité antiradicalaire par le Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl
(DPPH)

«* Mise en évidence de Pactivité

L’activité anti radicalaire a été mise en évidence grace a une révélation des plaques CCM des

deux extraits par le DPPH, la figure 40 montre les chromatogrammes obtenus.
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CHCIs

Figure 40 : Mise en évidence de 1’activité antiradicalaire.

Les zones claires sur un fond violet montre la forte activité antiradicalaire des deux extraits
notamment ’extrait chloroformique ceci nous a encouragé a doser 1’activité antiradicalaire des

deux extraits.
+» Dosage de I’activité antiradicalaire par le test DPPH

L’absorbance a été mesuré a 517 nm, le pourcentage d’inhibition est calculé par la suite selon la

formule (1) suivante :

% | = [(Abs contrdle — Abs extrait)/ Abs contrdle] x 100

L’activité antiradicalaire (DPPH) de I’extrait méthanolique, chloroformique la fraction F9 et la
génisteine a été évaluée par leur activité inhibitrice sur une solution méthanolique de DPPH,
mesurée a 517 nm. Le standard utilisé est le a-Tocopherol. Les résultats obtenus on permit de

tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des d’extraits et de

standard (Figure 41).

Teste du DPPH

100
c 90 o ~
s 80 —e ®
= 10
Q2 60
< 50
= 40
T 30
L 20
10
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentration de I'extrait en pg/ml
—&— ¢ tocophérol —e—Extrait MeOH —e—Extrait CHCI3 Fraction : F9 —e—Génistéine

Figure 41 : Courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH par différents extrait de plante.
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La figure 41 révele que I’extrait méthanolique, chloroformique, la fraction F9 et la génistéine

possedent une activité antiradicalaire dose dépendante.

Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de I’ICso (la valeur qui
correspond a 50% d’inhibition) afin de pouvoir évaluer 1’activité des extraits vis-a-vis du

standard.
» Détermination de I’ICsp
La valeur de I’ICso exprimée en pg/ml a été déterminée graphiquement en utilisant le logiciel

Statgraphics a partir de la droite de régression de pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration pour chaque échantillon testé (Figure 42).

Les valeurs de I’ICso de chaque extrait ainsi que celle de 1’a tocophérol sont classés par ordre

croissant sous forme d’histogramme (Figure 43).
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; 43,13
16,10 ’ D
0,00 — —

a tocophérol Extrait CHCI3  Extrait MeOH Fraction : F9 Génistéine

Figure 42 : Valeurs des ICso exprimés en g / ml des échantillons étudié classer en ordre

croissant.

Une valeur plus faible de 1’ICso (la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50 %

de I’activité de DPPH) indique une activité antioxydante plus élevée.
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E.CHCI3 Fraction : F9 Génistéine

Figure 43 : Schéma de la plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (DPPH)

Les pourcentages d’inhibitions de D’activité antiradicalaire révelent que les deux extraits
(méthanolique, chloroformique), ainsi que la fraction F9 possédent une activité anti radicalaire
(Figure 41 et 42).

» Discussion des résultats

Parmi les extraits testés, 1’extrait chloroformique représente I’extrait le plus actif avec une ICso
de I’ordre de 43,13 pg/ml en confirmant le résultat du CCM de criblage phytochimique suivi par
I’extrait méthanolique avec une ICso de 73,46 pg/ml. Cependant la fraction F9 ainsi que la
génistéine ont présentée des ICsq plus faible de I’ordre de 158,68 et 724,77 pg/ml respectivement.
En comparaison avec le standard, tous les extraits testés s’aveérent moins actifs, par exemple
I’activité antiradicalaire de I’extrait chloroformique est 3 fois moins importante de celle de

I’alpha tocophérol qui présente une ICso égale a 16,10ug/ml.

L’activité antioxydante de notre extrait chloroformique est similaire a celle obtenu par
Boukaabache et ces collaborateurs (Boukaabache et al., 2013) pour leurs études de la plante
Genista quadriflora (Fabaceae) dont I’ICso égale a 58,97ug/ml. Egalement I’ extrait méthanolique
de Genista vuralii avait présenté une activité antiradicalaire semblable a celle de notre espéce
par une 1Cso égale a 77,95ug/ml selon Duran et al, 2015.

L’activité antioxydante des extraits pourrait s’expliquer par leur richesse en substances
polyphénoliques et plus particulierement les composés flavoniques. Ces résultats sont en accord
avec les résultats de plusieurs publications, qui ont rapporté une corrélation positive entre tout le
contenu phénolique et ’activité antioxydante (Kadri et al., 2011. Ghedadba et al., 2014).
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En se basant sur ces résultats, on peut conclure que la variation de capacité antioxydante de ces
extraits comparativement a celle du témoin (o tocophérol) pourrait étre principalement due a la
présence des composés phénoliques, et de leurs taux dans ces extraits notamment dans 1’extrait

chloroformique.
V1. 8.2. Activité antiradicalaire pour le radical ABTS™

L’activité scavenger des extraits est également étudiée en utilisant ’ABTS. Ce dernier réagit
avec le persulfate de potassium pour donner le radical ABTS™ La génération du radical avant
I’ajout des extraits est nécessaire afin d’éviter ’interférence des composés dans la formation du
radical ce qui conduit a une surestimation de la capacité antioxydante (Katalinic et al., 2006).
L’ajout de I’extrait ou du BHA entraine une décoloration de la solution indiquant 1’existence
d’une activité scavenger des échantillons.

Aprés avoir mesuré I’absorbance a 734 nm, les résultats enregistrés ont permis de calculer le
pourcentage d’inhibition des différents extraits selon la méme formule (1) précédemment utilisé
pour I’activité DPPH.

Cependant la forte activité du BHA nous a obligés d’établir une série de dilution beaucoup plus

large que celles utilisée pour les extraits. Le tableau 14 résume les résultats obtenu.

Tableau 14 : Gamme de dilution du standard.

BHA
Concentration | g,y s155 | 625 | 469 | 352 | 264 | 1.98 | 148 | 1.11 | ICso
en pg/ml
% 95-04 | 9349 | 84,73 | 6644 | 51,60 | 3929 | 30,43 | 22.46
d’inhibition 2,54
SD +036 | 036 | +1,15 | +0,63 | +0.27 | 1,04 | 1,36 | +0,72

*Les valeurs exprimées représentent la moyenne =+ 1’écart type (S.D) des trois répétions pour chaque essai.
100 Teste de ABTS

80

60

40

20

% d'inhibition

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentration de I'extrait en pg/ml

—e—BHA Extrait MeOH —e—Extrait CHCI3 Fraction : F9 —e— Génistéine

Figure 44 : Courbe de pourcentage d’inhibition de I’ABTS par différents extraits de la plante.
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La figure 44 représente les courbes des pourcentages d’inhibitions en fonction des concentrations
de chaque échantillon testé obtenues a partir des valeurs expérimentales permettant ainsi de
calculer 1’ICsg des différents extraits grace au logiciel Statgraphics.

Et afin de faciliter I’étude comparative des échantillons avec le standard, les résultats des 1Cso

ont été traduit sous forme d’histogramme (Figure 45).

60,00 52,15
E 50,00
D 40,00
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% 30,00 24,53 25,53
B 20,00 14,67
(@)
< 10,00 254 i
0,00 e
BHA Extrait MeOH Extrait CHCI3 Génistéine Fraction : F9

Figure 45 : valeurs des ICsp exprimés en pg / ml des échantillons étudié classer en ordre

croissant.

Figure 46 : Schéma de la plaque de dosage de 1’activité anti radicalaire (ABTS)
Les valeurs des ICso qui sont inversement proportionnelles a I’activité antioxydante sont en
accord avec ces observations (Figure 46).
> Discussion des résultats
Le pourcentage d’inhibition de I’ABTS est proportionnel a la concentration des extraits et du
BHA. lls montrent clairement que tous les échantillons testés possédent bien une propriété

antioxydante intéressante.
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Le BHA utilis¢ comme standard présente les pourcentages d’inhibition les plus important de
I’ordre de 90% pour les 8 premiéres concentrations (de 800 jusqu’a 6,25ug/ml) et un ICsg €gale
a 2,54 pg/ml, possédant I’activité la plus importante entre les échantillons testés. Toutefois,

I’extrait méthanolique est 7 fois moins actif que le BHA.

L’extrait chloroformique ainsi que la génistéine possédant des ICso presque semblable 24,53 et
25,53 pg/ml respectivement. L’activité de 1’extrait chloroformique pourrait étre expliquée par la

présence d’un produit majoritaire ; le GN1 qu’il s’agit bien de la génistéine dans cet extrait.

L’activité antioxydante de notre extrait méthanolique est similaire a celle de Godevac et al., 2008
qui ont trouvé un trés bon potentiel antiradical (ABTS'™), avec un ICsp aux environs de
14.06+23.08 pg/ml pour I’extrait méthanolique d’Anthyllis aurea (Fabaceae). Cependant,
I’activité antioxydante de notre espéce est deux fois supérieure a celle de Anthyllis vulneraria
29.52+0.81 pg/ml est sept fois supérieure a celle de Coronilla emerus 107.17+2.43 ug/ml
(Fabaceae) (Godevac et al., 2008).

V1. 8.3. Test de Blanchissement de la Béta-caroténe

Dans cette analyse, la capacité antioxydante est déterminée par la mesure de I’inhibition des
composés organiques volatils et de la formation des hydroperoxydes conjugués diene résultant
de ’oxydation de I’acide linoléique, qui attaquent simultanément le B-caroténe et ayant comme
résultat le blanchiment du B-caroténe et la disparition de sa couleur orange, cette derniére mesuré
spéctrophotométriquement & 470 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le

blanchiment du R-caroténe (Kubola et Siriamornpun, 2008).

Les courbes de la cinétique de blanchiments du 3- Caroténe en fonction du temps ont permis de
mettre en évidence la propriété antioxydante des échantillons et du standard (Figure 47).

Les pourcentages d’inhibitions ont été calculés par la suite grace a la formule suivante :

[ PI=[(D.O E120— D.O T120) / (D.O To - D.O T120)] X 100 ]

Ou:
D.O Ei120: Absorbance de I’extrait a T = 120 min
D.O T120: Absorbance du témoin négatif a T= 120 min

D.O To : Absorbance du témoin négatif a T =0 min
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Figure 47 : Suivie de la cinétique des différents échantillons testés.
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Les valeurs d’ICso obtenu gréce au logiciel Statgraphics ont été classées par ordre croissant

(Figure 48)
200
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BHT Extrait MeOH Extrait CHCI3 Génistéine Fraction : F9

Figure 48 : valeurs des 1C50 exprimés en pg / ml des échantillons étudiées classes en ordre

croissant.

Exprimée en ICsg les résultats obtenus pour cette activité sont en accord avec les observations

(Figure 49).

Figure 49 : Schéma de la plaque de dosage de 1’activité anti radicalaire (Teste de blanchiment

du B-Caroténe)
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> Discussion des résultats

Des études récentes ont mis en évidence que la polarit¢ et I’hydrophobicité des agents
antioxydants sont deux facteurs importants dans les systemes de biomembranes (Terpinc, et al.,
2009). C’est la raison pour laquelle beaucoup de chercheurs de I’activité antioxydante choisissent
le test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique couplés a celle du B-caroténe comme
modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques (Ferreria, et
al., 2006).

A partir des courbes de cinétique de blanchissement du [3-caroténe on peut noter que les extraits
méthanolique, chloroformique, la fraction F9 ainsi que la génistéine exercent un effet préventif
significatif contre 1’oxydation du B-caroténe par les radicaux peroxydes, en comparaison avec le
contrdle positif qui a produit une décoloration et une diminution rapide de 1’absorbance durant
les 120 minutes d’incubation.

L’extrait méthanolique exerce la plus grande activité inhibitrice des échantillons étudiés. A forte
concentration, I’extrait méthanolique présente une activité 3 fois moins importante que le BHT
(ICs0 égale a 20,27 pg/ml). Cependant, 1’extrait chloroformique posséde la moitié de 1’activité
de I’extrait méthanolique. La fraction F9 et la génistéine sont moins actives et présentent une
propriété antioxydante similaire avec une ICsop de l’ordre de 123,85 et 125,30 pg/ml
respectivement. Ceci suggére que I’activité antioxydante enregistré pour la fraction F9 est di a

la présence de la Génistéine dans la fraction.
V1. 8.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

C’est une méthode développée par Apak et al en 2004. Le principe de ce test se base sur la
conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu?* -
Nc, produisant ainsi un complexe chromogene de Cu* -Nc qui absorbe a 450 nm.

Les ICso sont déterminées a partir de la courbe de 1’absorbance en fonction de la concentration
grace au logiciel Statgraphics, elles ont été classées par ordre croissant et présenté sous forme

d’histogramme (Figure 51).
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Figure 50 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration des différents extraits de la

plante.
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Figure 51 : Valeurs des ICso exprimés en pg / ml des échantillons étudié classer en ordre

croissant.

> Discussion des résultats

Les extraits (chloroformique, méthanolique), la fraction F9 et la génistéine se sont tous réveélés

capables de réduire le cuivre. La figure 51 présente les courbes de 1’absorbance en fonction de la

concentration des standards et des extraits, et fractions étudiées.
A partir de la figure 51 ont peut déduire que la génistéine et la fraction F9 montrent un pouvoir

réducteur de cuivre plus important que celui des extraits. Toutefois le BHT présente la plus forte

activité réductrice de cuivre, la génistéine ainsi que la fraction F9 ont des activités comparables

ceci peut étre expliqué par la présence de la génistéine dans la fraction F9, la génistéine montre
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I’activité la plus forte des échantillons végétal étudier, malgré cela la génistéine demeure moins

active que le BHT.

Sur une échelle plus faible 1’extrait chloroformique est plus actif que 1’extrait méthanolique avec

des ICspo égale a 35,62 et 42,50 pg/ml respectivement.
V1. 8.5. Bioautographie

Pour I’évaluation de I’activité antibactérienne de notre plante, nous avons utilisé la méthode de
la bioautographique sur plague CCM (Rahalison et al., 1991). Les extraits méthanolique et
chloroformique ont été soumis a ce test. Les spots actifs apparaissent comme des taches blanches

sur un fond pourpre (Figure 52).

Figure 52 : Résultats de la Bioautographie : (a) résultat pour I’espéce Escherichia coli, (b)

résultat de pour 1’espéce Enterococcus faecium, (c) résultat pour 1’espéce Staphylococcus

aureus, (d) résultat pour I’espece Pseudomonas aeruginosa.

Le choix des souches s’est basé sur une étude antérieure du pouvoir antibactérien des extraits des
plantes de genres Genista (Toubal, 2011), les extraits de la plante ont montré un grand pouvoir

antimicrobien particuliérement avec les souches choisies.

» Discussion des résultats
L’extrait méthanolique ne présente aucune activité antibactérienne vis-a-vis de toutes les souches
testées. Contrairement a 1’extrait méthanolique, I’extrait chloroformique a montré un effet
inhibiteur important sur la croissance des bactéries Gram positif Staphylococcus aureus et
Enterococcus faecium. La tache avec un rapport frontal égal a 0,73 (Figure 53) a été identifiée
comme étant la genisteine suite & une separation et purification sur une colonne de gel de silice

en phase normale a partir de 1’extrait chloroformique (voir le chapitre 04).
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Ce résultat est similaire a celui obtenu par Verdrengh et al., 2004 qui ont signalé la propriété
antibactérienne de la génistéine contre les bactéries a Gram positif notamment le genre

Staphylococcus. Elle exerce une activité inhibitrice sur I’ADN topoisomérase.

Figure 53 : Chromatogramme de 1’extrait méthanolique et chloroformique : le composé cerné

(GN1) est principalement responsable de 1’activité antibactérienne.
V1. 8.6. Test de cytotoxicité contre I'artémia

Le modele Artemia salina a été choisi en particulier pour sa mise en ceuvre relativement rapide
et peu colteuse. Le pourcentage de mortalité des larves est déterminé aprés une exposition de 24
heures aux échantillons testés rapportée a la mortalité normale a quatre concentrations : 10, 20,40
et 80 ug/Ml (Tableau 15).

Tableau 15 : Résultats de I’activité de cytotoxicité des larves de I’artémia

Extrait chloroformique Extrait méthanolique
Quantité de

Pextrait/ ml 80ug | 40pg | 20ug | 10pg | 80ug | 40pg | 20pg | 10pg

% de 93,75% | 81,25% | 68,75% | 25% | 95,82% | 91,66% | 79,17% | 54,17%
mortalité

Apres 24 heures d’incubation des tubes, le comptage des larves survivantes a révélé un taux de
mortalité élevé pour les fortes concentrations des extraits. Le tableau 19 résume les résultats
obtenus avec les différentes concentrations des deux extraits.



Chapitre V Résultats et Discussion |

» Le calcul de la DLsp et de la CLso

Les résultats obtenus nous ont permis de tracé les courbes des pourcentages d’inhibitions en
fonction de la dose létale (Figure 54). Les doses létale 50 ont été déterminées par la suite en

utilisant le logiciel statgraphics.
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Figure 54 : Courbe de % d’inhibition en fonction de la dose 1étale.

La figure 55 présente la CLso des deux extraits étudié et comparé a celle de la Vincristine sulfate
(molécule utilisé pour le traitement de plusieurs types de cancer). D’aprés Md. Atiar Rahman
2013.

20
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Figure 55 : Histogramme des CLso des extraits et du standard.
» Discussion des résultats

D’apres les résultats obtenus, 1’extrait méthanolique et plus toxique que 1’extrait chloroformique
présentant des CLso égale & 9,23 et 15,71 pg/ml respectivement. La vincristine sulfate, une

molécule tres répondue pour le traitement de certains types de cancer, présente une CLso de
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0,76ug/ml (Atiar, 2013). La comparaison des extraits avec les résultats bibliographiques de la
vincristine suggéré un eventuel effet clinique contre les cellules tumorales étant donné que la
cytotoxicité contre I’artémia est considéré comme un test préliminaire pour évaluer 1’activité
anti-tumoral, la toxicité contre les champignons, 1’effet pesticide ainsi que d’autre effet
pharmacologique (Meyer et al., 1982).

L'effet cytotoxique des plantes est dédié principalement a la présence des métabolites secondaires
tel que les alcaloides, les stéroides, les glycosides, les triterpénes parfois méme des flavonoides
(Ozcelik et al., 2011). Cela est aussi compatible avec notre observation vue que le screening
phytochimique des extraits de notre espece a révélé la présence des terpénoides, des saponosides,
des tanins, et des flavonoides. D'autres études de toxicité In vivo pourraient étre menées sur des

lignées de cellules pour confirmer I’effet toxique des extraits de cette espéce.
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Conclusion générale

Le présent travail porte sur I’investigation chimique et biologique d’une plante médicinale
endemique Algérienne appartenant a la famille des Fabaceae ou Leguminosae. Cette famille est
connue par sa richesse en divers métabolites secondaires, tels que les flavonoides, les
isoflavonoides, les alcaloides et les saponosides.

L’étude phytochimique réalisée sur I’extrait chloroformique de la plante du Genre Genista,
a permis d’isoler 2 composés naturels GN1 et GN2 appartiennent a deux classes de métabolites
secondaires :

v Un isoflavonoide (GN1)
v Un phytostérol (GN2)

L’isolement et la purification de ces composés ont été essentiellement fondé sur I’utilisation
conjointe des techniques chromatographiques (VLC, CC et CCM) utilisant divers supports
(silice normale et silice greffée RP-18).

La détermination structurale a été réalisée par les méthodes d’analyse spectroscopiques,
RMN 1D H, 13C et la spectroscopie UV, et la comparaison avec les données de la littérature.

L’activité antioxydante des extraits méthanolique et chloroformique des feuilles et fleurs de
notre espéce a été évalué a différentes écheles par le test DPPH, ABTS, CUPRAC, ainsi que le
test de blanchiment de la Béta carotene ce qui nous a permis de confirmer leurs pouvoir
scavenger de radicaux libres. Cette activité est liée en grande partie a la composition des extraits
et leur richesse en composés phénoliques et flavonoides.

Les différentes méthodes utilisées ont également montré un pouvoir antioxydants pour le
composé GNI et la fraction F9. L’étude du pouvoir antibactérien de I’extrait chloroformique a
montré une activité antibactérienne vis-a-vis les souches Gram positif (Staphylococcus aureus
et Enterococcus faecium), cependant 1’extrait méthanolique n’as montré aucune activité
antibactérienne.

La cytotoxicité des extraits méthanolique et chloroformique a été également évalué grace au
test de cytotoxicité contre I’artémia, les deux extraits ont prouvé une grande cytotoxicité mais
qui reste loin d’étre comparé au anticancéreux actuellement utilisé tel que la vincristine sulfate.

Enfin ’ensemble de ces résultats obtenus ouvre des perspectives d’utilisation de cette plante
pour différents usage et ne constitue qu’un début dans le domaine de la recherche des substances
naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seront necessaires afin de

pouvoir confirmer les activités mises en évidence.



Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique d’une espéce du Genre Genista de la famille
Fabaceae ainsi que ’évaluation de 1’activité antioxydante, antibactérienne et cytotoxique des
extraits végétaux et des produits isolés. Cette plante endémique de 1’ Algérie n’a pas fait I’objet

d’étude phytochimique et d’évaluation biologique.

Ce travail a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (VLC, CCM et CC) et la
caractérisation par les différentes méthodes spectroscopiques (RMN et UV) de 2 métabolites
secondaires de nature flavonoidique (GN1), et stéroidique (GN2).

Les extraits de la plante ainsi que le produit isolé GN1 ont manifesté un grand pouvoir
antioxydant par les méthodes de DPPH, ABTS, CUPRAC et le test de Blanchiment de Béta
caroténe. L’extrait chloroformique a montré également une activité antibactérienne contre deux

souches bactérienne Gram positif (Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium).

Les deux extraits méthanolique et chloroformigue ont montré une cytotoxicité contre les larves
de I’artémia. Les résultats obtenus sont trés promoteurs pour une utilisation de cette plante dans

la médecine moderne.

Mots clés : Fabaceae, Genista, screening phytochimique, activité antioxydante, cytotoxicite,
activité antibactérienne, RMN, HPLC, VLC.
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Abstract

This work is dedicate to the phytochemical study of one species of Genista, Fabaceae family as
well as the evaluation of the antioxydant, antibacterial and cytotoxic activity of their vegetable
extracts and isolated products. This Algerian endemic plant was not the subject of any

phytochemical study or a biological proprieties evaluation.

This work allowed insolation by the chromatographic methods (VLC, CCM and DC) and the
characterization by the various spectroscopic methods (NMR and UV) of two secondary

metabolites of flavonoidic nature (GN1), and steroidic (GN2).

The extracts of the plant as well as the product isolated GN1 expressed a great antioxydant
power by the methods of DPPH, ABTS, CUPRAC and the test of Beta carotene Bleaching. The
chloroformic extract also showed an antibacterial activity against two Gram positive bacterial
strain (Staphylococcus aureus and Enterococcus faecium). The methanolic and chloroformic
extracts showed a cytotoxicity against the larvae of artémia. These results are very interested

for the use of this plant in modern medicine.

Keywords: Phytochemical screening, Fabaceae, Genista, screening, antioxydant activity,
Cytotoxicity, antibacterial activity, NMR, HPLC, VLC.
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique d’une espéce du Genre Genista de la famille
Fabaceae ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante, antibactérienne et cytotoxique des extraits
végétaux et des produits isolés. Cette plante endémique de 1’Algérie n’a pas fait I’objet d’¢tude
phytochimique et d’évaluation biologique.

Ce travail a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (VLC, CCM et CC) et la
caractérisation par les différentes methodes spectroscopiques (RMN et UV) de 2 métabolites
secondaires de nature flavonoidique (GN1), et stéroidique (GN2).

Les extraits de la plante ainsi que le produit isolé GN1 ont manifesté un grand pouvoir antioxydant
par les méthodes de DPPH, ABTS, CUPRAC et le test de Blanchiment de Béta caroténe. L’extrait
chloroformique a montré également une activite antibactérienne contre deux souches bactérienne de
Gram positif (Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium).

Les deux extraits méthanolique et chloroformique ont montré une cytotoxicité contre les larves de
I’artémia. Les résultats obtenus sont trés promotrices pour 1’utilisation de cette plante dans la

médecine moderne.
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