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Introduction Générale

¢ Introduction générale :

Etant donné I’intérét immense que suscite actuellement 1’emploi des plantes
médicinales a travers le monde pour combattre diverses maladies ou préserver la santé de
I’étre humain, la connaissance de la composition chimique de ces plantes et la détermination
de leurs activités biologiques revétent une importance capitale car leurs propriétés
médicinales sont siirement dues aux substances chimiques qu’elles renferment.

En Afrique, I’utilisation des plantes médicinales est restée depuis des siécles le systeme
de santé le moins cher et par consequent le plus accessible. Ces plantes contribuent de fagon
significative a la vie des populations rurales et a 1’équilibre sociétal en Afrique,
particulierement parmi les franges de la société les plus démunies [1,2]. Il est a signaler que
certaines plantes médicinales sont extrémement efficaces, mais si dangereuses qu’elles ne
doivent étre administrées que par des connaisseurs de la médecine traditionnelle. D’autre part,
la perte des savoirs autochtones autour des plantes médicinales s’accélére du fait des
transformations socio-culturelles des sociétés, ainsi que de la disparition progressive des
personnes agées qui traditionnellement sont les gardiens de ces connaissances. Cette situation
rend nécessaire de valoriser les savoirs traditionnels des guérisseurs concernant 1’'usage des
plantes médicinales et d’explorer davantage la possibilité de les intégrer dans les systémes
médicaux modernes.

L’ Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particulierement riche et
variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et appartenant a
plusieurs familles botaniques [3]. Ce potentiel floristique constitué de plantes médicinales,
toxiques et condimentaires, est peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique. A
cet effet, il constitue a notre avis, une source non négligeable de recherche de substances
naturelles.

Le présent travail, rentrant dans le cadre du programme de recherche de laboratoire
(LOST) destiné a la valorisation de la flore Algérienne, s’inscrit donc dans cette logique qui
consiste en la découverte de nouveaux composes ou principes actifs a débouchés
thérapeutiques. Pour cela, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique du Genre
Genista, appartenant a la famille des Légumineuses (Fabaceae), sous famille de Papilionaceae
(Faboideae).le Genre Genista a fait I’objet récemment d’une seule étude chimique.

Celle ci réalisée sur 1’extrait butanolique des parties aériennes, a conduit a 1’isolement

et la caractérisation de flavonoides et de saponosides [4].

Page 1



Introduction Générale

De ce fait, notre travail relatif a I’investigation phytochimique de cette Genre, a porté
sur l’extrait acétate d’éthyle. 11 nous a permis I’isolement et 1’identification d’un
isoflavonoide ainsi que 1’évaluation de I’activité anti oxydante et le dosage polyphénolique.
Notre travail réparti en cinque chapitres sera présenté comme suit :
4+ Le premier chapitre est consacré a un rappel bibliographique comprenant une description

botanique de la famille, et du Genre de notre plante.

+ Le deuxiéme chapitre est consacré a une étude des flavonoides et saponosides.

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

+ Le quatrieme chapitre englobe la partie expérimentale de cette investigation
phytochimique. Il est décrit d’une fagon détaillée 1’extraction de la partie aérienne de la
plante du Genista, a I’étude phytochimique et a I’évaluation des activités, antioxydante

+ Les résultats obtenus seront présentés dans le cinquiéme chapitre.
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Chapitre I : Recherche bibliographique

I.1.Les Fabaceae:

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus
de 18500 especes classées en 720 —750 Genres [5].Ses plantes ont une distribution quasi
cosmopolite et se trouvent dans les zones tropicales, subtropicales ou tempérées (Figure 1.1)
[6]. Les formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans
les régions tempérées [7] Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les
habitats arides ou semi-arides est reli¢e a leur métabolisme dépendant de ’azote, qui est
considéré comme une adaptation aux variations climatiques et imprévisibles de 1’habitat. En
effet, la fixation de 1’azote via la symbiose 1égumineuse 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 [8].Cette famille est composée de variétés
horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées dans un but alimentaire, tant pour
I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale (tréfle, luzerne, sainfoin), pour
leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible, pour leur bois, leur utilisation en

médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou en chimie [8].

~

Figure 1.1 : Carte de répartition de la famille des Fabaceae d’apres Heywood [6].
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Chapitre I : Recherche bibliographique

I.1.2.Position systématique de la Famille des Fabaceae :

La famille Fabaceae est une famille de plantes dicotylédones. Pendant longtemps, elles
ont porté le nom de Papilionaceae a cause de la forme particuliere de leurs fleurs. De
nombreuses légumineuses constituent une source majeure de protéines et huiles végétales [9]
et sont largement cultivées sur I'ensemble de la planete.

La classification actuelle des angiospermes place les Fabaceae dans 1’ordre de Fabales
et reconnait trois sous-familles Faboideae (Papilionoideae), Caesalpinioideae et
Mimosoideae. Les plantes Faboideae sont cosmopolites et se retrouvent presque dans tous les
milieux du globe terrestre, alors que les plantes Mimosoideae et Caesalpinioideae sont plutot
tropicales. Bien que le terme Fabaceae soit actuellement préféré dans la nouvelle
classification systématique APG (Angiosperm Phylogeny Group), le terme Leguminosae est
encore couramment utilisé par certaines catégories de scientifiques. La position systématique
des Fabaceae est présentée au (Tableau 1.1) suivant.

Tableau I .1: Position systématique des Fabaceae selon différentes approches phylogénétique

ou morphologique [9].

Engler (1887-1915) Cronquist (1988) Thorne (1992) APGIII (2009)
Régne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embranchement || Embryophyta Magnoliophyta Spermatophytae Spermatophyta
Sous Angiospermae - Angiospermae Angiospermae
embranchement
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidae Eudicotyledonae
Sous-classe Archichlamydeae Rosidae Rutanae Rosidae
Ordre Rosales Fabales Rutales Eurosidae |
(= Fabidées)
Sous-ordre Leguminosineae - Fabineae Fabales
Famille Leguminosae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
(=Papilionaceae) (= Leguminosae)
Mimosaceae
Caesalpiniaceae
Sous-famille Faboideae Faboideae : Faboideae
Mimosoideae Mimosoideae Mimosoideae
Caesalpinoideae Caesalpinoideae Caesalpinoideae
Swartzioideae
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I.1.3.Caractéres botaniques de la famille :

I s’agit de plantes herbacées, arbustes, arbres ou plantes grimpantes a lianes volubiles
ou a vrilles. Elles possédent un métabolisme azoté élevé et renferment des acides aminés non
protéogéniques. 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. La longueur des poils est variable et les feuilles sont généralement alternes,
composées pennées (ou bipennées) a composés palmés, trifoliolés, ou unifoliolés. Elles sont
entieres a parfois dentées-serrées, a nervation pennée. Les folioles sont parfois transformees
en vrilles. Ces plantes sont constituées de renflements moteurs a la base de la feuille et des
folioles bien développées, produisant genéralement des mouvements de veille et de sommeil.
Les stipules sont présentes, minuscules a foliacées, parfois transformées en épines. Les
inflorescences sont presque toujours indéterminées, parfois réduites a une fleur solitaire,
terminales ou axillaires. Les fleurs sont généralement hermaphrodites, actinomorphes a
zygomorphes, & hypanthium court, généralement cupuliforme. Les sépales sont généralement
au nombre de 5, libres ou soudeés, valvaires ou imbriqués, tous semblables, ou le pétale
postérieur différant par la forme, la taille et la couleur, disposé intérieurement ou
extérieurement dans le bouton, les deux pétales inférieurs étant souvent soudés ou adhérents
et formant une caréne, ou largement étalés. Les étamines sont parfois nombreuses, mais
généralement au nombre de 10, abritées dans le périanthe ou longuement exsertes, parfois
bien évidentes. Les grains de pollen sont tricolporeés, tricolpés, ou triporés, généralement en
monades, mais parfois en tétrades ou en polyades. Le carpelle est souvent unique, libre,
généralement allongé, au sommet d’un court gynophore. L’ovaire est supére, a placentation
pariétale. Il n’y a qu’un style, incliné vers I’avant, parfois velu. L’unique stigmate est réduit.
Les ovules (de 1 a nombreux par carpelle) sont disposés sur 2 rangs le long d’un placenta
supérieur, souvent campylotropes. Le fruit est généralement une gousse, parfois une samare,
un fruit lomentacé, une gousse indehiscente, un akéne, une drupe ou une baie. La graine est a
spermoderme souvent induré, parfois arillé et parfois munis, a I’extérieur d’une ligne en U.

L’embryon est généralement courbe et I’albumen souvent absent (Figure 1.2) [10].
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FABACEAE

Patterns
of the

Pea Family
(Pea Sublamily)

This is ona ‘pnnate’ leaf made up of
many smalie leaflets

37 I AP A reces Seuer-Soyme.

Papilionace Vrille Feuille composé penné ~~ Gousse

Figure 1.2 : les caracteres botaniques des fabaceae [11,12].

I.1.4.L’intérét économique et thérapeutique de la famille des Fabaceae:

Une grande quantité de graines de diverses espéces herbacées de la sous-famille
Faboideae, communément appelées légumes secs, sont une source alimentaire universelle
autant humaine qu’animale. Ces plantes alimentaires de grande consommation comprennent
entre autres Arachis hypogaea L, Cajanus cajan L., Cicer arietinum L., Dolichos lablab L.,
Glycine max Merr, Glycyrrhiza glabra L. Les jeunes feuilles fermentées et séchées de
Aspalathus linearis sont utilisées comme une alternative au thé, particulierement en Afrique
du Sud. La consommation de ce thé s’étend actuellement, méme en Europe, d’autant plus
qu’on leur préte des vertus antioxydantes [13]. Certaines plantes Faboideae font 1’objet d’un
usage ornemental. Les Genres les plus connus sont : Cytisus, Laburnum, Lathyrus, Lupinus,
Wisteria et Genista. Ce dernier possede une espéce trés utilisée en industrie pour ses
propriétés colorantes comme Genista tinctoria L. [14]. De nombreuses plantes Faboideae ont
joué un role important dans I’histoire de 1’industrie pharmaceutique, notamment comme
source de matiére premiére a I’image de la 1écithine de Glycine max Merr., présente dans
toutes les cellules vivantes et qui est un constituant important des cellules nerveuses et

cérébrales. Plusieurs molécules tres utilisées en thérapeutique sont extraites de diverses
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plantes Faboideae. On citera la spartéine, cet alcaloide ganglioplégique utilisé en cardiologie
et en obstétrique, isolé de Cytisus scoparius (L.) Link ou la rutine, un flavonoide utilisé en
phlébologie, isolé de Sophora japonica L. ou encore la physostigmine issue de Physostigma
venenosum Balf. Cette derniere qui est un inhibiteur réversible des cholinestérases, est utilisée
comme antidote lors de 1’intoxication par les parasympatholytiques. Elle est aussi testée dans
le traitement de la maladie d’ Alzheimer [15].

|.2.Présentation du Genre Genista :

Le Genre Genista dont le nom parait dériver de I'ancien mot Gaulois Gen, qui signifie
arbuste, a toujours trouvé une place dans les méthodes de botanique, quoique les especes qui
le composent aient subi pour la plupart, différentes mutations occasionnées pas l'incertitude
des caractéres assignés a ce Genre, incertitude que Linné n'a pu parvenir a fixer, et qui
subsiste encore malgré les efforts constants de quelques célébres monographes. On compte
environ 150 especes de Genéts, et presque tous les points du globe ont fourni leur contingent
a ce Genre, neanmoins le plus considérable est celui de la région méditerranéenne.

1.2.1. Description botanique :

Genista est d’une fagon générale un arbuste a calice a 5 segments, les deux supérieurs
libres ou soudés, les trois inférieurs formant une levre a 3 dents profondes, plus rarement le
calice est campanulé a 5 dents subégales. La caréne est oblongue, droite ou presque,
biggibeuse latéralement. L’étendard est étroit, les 10 étamines sont monadelphes en tube non
fondu, 5 longues et 5 courtes.Le stigmate est oblique. La gousse est déhiscente, variable. Les
arbrisseaux sont épineux ou parfois aphylles et junciformes. Les feuilles sont composées de

1 a 3 paires de folioles stipulées ou non [3].

Figure 1.3 : Les différentes parties de Genista scoparia [16].
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1.2.2.Quelques Activités Biologiques Reconnues :

Une étude biologique effectuée sur la plante Genista tenera a révélé que les extraits
butanolique des parties aériennes de cette espece présente une activité anti-hyper glycémiante
remarquable, une étude compléte des extraits d’acétate d’éthyle, éther diéthyle, butanolique et
d’eau a été réalisé dans la mesure de tester I’activité antioxydante, anti-cholinestérase et la
cytotoxicité [17].

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 élevees
de la streptozotocin. La meilleure activité de piégeage 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 a présenté également la plus importante activité d’inhibition de
I’acétylcholinestérase (77,0% a 70,0 g/ml), cependant les tests de toxicité in vitro n’ont
montré aucune preuve de cytotoxicité aigué ou genotoxicite.

Une autre étude a relevé que I’extrait flavonoique de I’espéce Genista tinctoria
provoque une augmentation de la thyroxine chez les rats sains et garde un niveau normal chez
les rats hypothyroidiens [18].

L’activité ulcéroprotéctive a été testée pour plusieurs flavonoides isolés a partir de
Genista rumelica chez des rats Wistar atteint d’un ulcére gastrique, cette étude a permis la
démonstration d’une activité ulcéroprotéctive avec une faible toxicité pour une durée de
traitement inférieure a 3 mois[19].

Une étude récente recommande 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 [20].

1.2.3. Principaux Métabolites Secondaires du Genre Genista:

Une recherche bibliographique réalisée sur les especes du Genre Genista, montre
qu'elles ont fait lI'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis
d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires. Les substances dominantes sont les
alcaloides [21], les flavonoides, et les isoflavonoides qui sont biologiquement actifs [22, 23,
24, 25,26].

Le Tableau 1.2 présente le contenu en alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, et saponosides

ainsi que leurs structures respectives de certaines espéces du Genre Genista.
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Tableau 1.2 : 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
Génistéine OH H OH H
G. ephedroides — [22]
Isoprunétine OCHgs H OH H
: R4
Wighteone . OH CHgﬁ< OH H
Génistine o OH H Oglc H
Génisteone R; OH o, ~ Oglc H
8-C-glucoside génistéine R, O OH H OH glc
OH
Apigénine H H
Ephedroidine H H
Isokaempféride OCHj; OH
Isoderrone H
G. corcica [23]
Ficuisoflavone OH
Dihydroisoderrondiol OH
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Nom de ’espéce Nom du compose isolé Structure de base R1 R2 Références
Saponosides
acide3-O-BDglucopyranosyl-oléan-12-éne-38, 27, 28,
pDg .pyr y | p CH,OH
triol-29-carboxylique
3-0-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-ene-3p, 27, 28,30-
p-D-glucopy y, p COOH
tétraol
acide 3-OB-D-glucopyranosyl-oléan-12-éne-383, 28,29-
B-D-g - Py y _ p COOH
triol-27-carboxylique
G.ulicina [27]
3-0-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-ene-3p, 27, 28,29-
p-D-glucopyranosy p CH,OH

tétraol

3-O-B-D-glucopyranosyl, 29-O-B-D-glucopyranosyl-

oléan-12-ene-3p, 27, 28,29-tétraol
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Nom de I’espece

Nom du composé isolé

Structure de base

Références

Alcaloides

G. ephedroides

Retamine (1)

Anagyrine (2)

Lupanine (3)

17-oxoretamine (4)

12-a-hydroxylupanine (5)

[28]
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Les Métabolites Secondaires

Il. Composés phénoliques :
I1.1.Définition :

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente
dans le regne végétal. Prés de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille. Le terme
«polyphénols» ou «composés phénoliques» regroupe un vaste ensemble de molécules divisé
en une dizaine de classes chimiques, selon le nombre d’unités phénoliques présentes. Elles
présentent un point commun: la présence dans leur structure d'un ou plusieurs cycles
aromatiques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles [29].

Ces composés manifestent une grande diversité de structures : guinones, coumarines,
acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes et xanthones.[30] Ces

structures peuvent étre diversement substituées (glycosylées, estérifiées, acylées...).

11.2. Les flavonoides :
11.2.1.Définition :

Les flavonoides forment le groupe le plus répandu de métabolites secondaires des
plantes dont 1’on aurait a I’heure actuelle recensé prés de 9000 représentants différents et leur
nombre ne cesse d’accroitre. s se caractérisent par un enchainement Ar-C3-Ar d’une
structure générale en 15 carbones posseédant deux cycles benzéniques nommés cycle A et
cycle B ; cependant le cycle central C est formé par le chainon propyle C3 (Figure 11.1). Cet
enchainement est de type 1,3-diarylpropane pour les flavonoides, 1,2-diarylpropane pour les

isoflavonoides [31].

1
8 @) 2 3
C

Figure 11.1: Squelette de base des flavonoides.

11.2.2. classification des flavonoides:

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité
structurale selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central lequel peux étre ouvert et
recyclisé en un motif furanique (dihydrofuranone). Les plus importants sont donneés ci-apres
(Figure 11.2) [32] :
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% 2-phénylbenzopyriliums : comme les anthocyanes

++ 2-phénylchromones : flavones, flavonols et leurs dimeéres ou flavanones et
dihydroflavonols (dérivés 2,3-dihydrogénés).

+» 2-phénylchromanes : flavanes, flavan-3-ols et flavane-3,4-diols.

++ Chalcones et dihydrochalcones (le cycle pyranique est ouvert).

% 2-benzylidéne-coumaranones (aurones).

Anthocyane Flavone Flavonol Flavanone

\ 25
&N il

N et e e e

« (4

Dihydroflavonol Flavane Flavan-3-ol Flavan-3 4-diol

| [ T ] (]

N - -\\l )” /' ~F ""-,_,-""“""-()]l ~F A' K"(‘"l
0 OH

Chalcone Dihydrochalcone Aurone

. 0O -
| A Y
b

Figure 11.2 : Principaux types de flavonoides [32].

11.2.3.Distribution et localisation :

Ils sont les métabolites secondaires les plus abondants parmi tous les composés
polyphénols et possedent une large répartition dans le monde végétal avec une diversité
structurale maximale chez les Angiospermes [31].

De nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés riches en flavonols,
flavones et flavanones (Tableau 11.1) [33, 34, 35].
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Le Tableau I1.1 : la distribution nutritionnelle de certains flavonoides [33, 34,35].

flavonoides aliment
Jlavonols
kaempférol Radis, brocoli, thé noir
guercétine Oignon, pomme, olive, tomate
myricétine Canneberge, vin rouge
Quercétine-3-glucoside oignon
Quercetine-3-rhamnoglucoside (rutine) Thé noir

jﬁﬁ’. 7

ONRES

chrysine Peau des fruits
apigénine Persil, thym, romarin, céleri
lutéoline Persil, céleri

Lutéoline-7-apiosylglucoside

Poivron rouge

Jflavonones

naringénine

Fruits des genres cifrus

Hespertine-7-rhamnoglucoside

(hesperidine)

Jus d'orange

Naringenine-7-rhamnoglucoside

(narirutine)

Jus d'orange

Naringenine-7-rhamnoglucoside

Jus d'orange

(narirutine)
Flavan-3-ols
épicatéchine Theé vert, thé noir
catéchine Theé vert, thé noir, pomme
épigallocatéchine Vin rouge
Anthocyanudol
cyanidol Casgsis, myrtille
malvidol Raisin, fraise, cassis
apigenidol Framboise, fraise
1soflavones
Genisteine-7-glucoside soja
Daidzeine-7-glucoside soja
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11.2.4.1a Biosynthése des flavonoides :

Au plan biosynthétique, les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune,
ils résultent de la condensation de 3 unités de malonyl-CoA en formant le noyau A, et d'un
acide cinnamique activé qui sera a l'origine du noyau B et de la chaine propanique. Cette
condensation est catalysee par la chalcone synthétase (CHS), enzyme-clé dans la formation

des flavonoides, qui conduit a un précurseur appelé la chalcone (Figure 11.3).

2. wf’ﬂ“i
f E Ay 0
A y— ! Condensat Aldolisat
o e e,
- | 0 0

Acide cinnamique

Déshydratation
Chalcone-synthase

Chalcone

Figure 11.3 : Biogénése de la chalcone [36].

Ainsi, les différentes classes des flavonoides sont issues de la chalcone qui subit
ultérieurement des réactions catalysées par plusieurs types d’enzymes (Figure 11.4) [36].
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AUS
‘_

FHT /DFR /ANS
.‘_

OH FHT/DFR

Anthocyane /

H
Flavan-3-ol Flavone Flavan-3.1-diol

CHR  Chalcone-reductase  CHI  Chaleone-fsomerase ANS  Anthocyanidine-synthase
IFS  Isofavone-synthase  FHT  Flavanone-3-hydroaylase VLS Flavonol-synthase
AUS  aurone-synthase  DFR - Difydroflavonol-réductase FSI - Flavone-synthases

Figure 11.4: Schéma récapitulatif de biogénese des différentes classes de flavonoides [36].
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I1.3.Les isoflavonoides:
11.3.1.Définition :

Les isoflavonoides représentent une sous-classe importante et trés distinctive des
flavonoides. Ils dérivent d'une structure 1,2-diphénylpropane (1-3) (Figure I1.5). lls ont une
distribution trés limitée dans le royaume des plantes et ils sont restreints a la sous famille
Papilionoidée des légumineuses. Cette specificité est probablement due a la présence dans
cette famille de I’enzyme responsable du réarrangement du 2-phénylchromone (flavanone)
en3-phénylchromone (isoflavone) [37].

Ils peuvent étre classés en une douzaine de catégories structurales: 3-arylcoumarines,
coumaronochromones, coumestanes, isoflavanes, isoflavenes, isoflavones, roténoides,
ptérocarpanes. Ces catégories différent entre elles, par le degré d’oxydation et I’existence ou
non, d’hétérocycles supplémentaires.

Dans chaque catégorie, on note également la présence fréquente de dérivés prénylés,
c'est-a-dire munis d’un radical prényle. Le terme « prénylé » au sens large désigne ainsi le
substituant prényle et ou isopentényle, les dérivés furano et diméthylpyrano ou encore le
substituant géranyle ou autre.

Parmi tous les isoflavonoides répertoriés dans le regne végétal, la catégorie la plus
largement représentée est celle des isoflavones non glycosylées. Les isoflavones glycosylées
(O-glycosylees et exceptionnellement C-glycosylées) existent mais sont plus rares. Certains
isoflavonoides possedent un cycle supplémentaire résultant de la cyclisation du dérivé 2'-
hydroxylé. Les ptérocarpanes (4) et leurs dérivés ainsi que les coumaronochromones (5) en
font partie. D’autres ont une structure de type coumarinique induite par 1’oxydation d’une
isoflavone. C’est le cas par exemple des coumestanes (6) et de leurs dérivés. Un dernier
groupe d’isoflavonoides posséde non seulement un cycle, mais en plus un carbone
supplémentaire. C’est le cas des roténoides (7) qui proviennent d’une cyclisation oxydative de

la 2°-méthoxyisoflavone (8) (Figure I11.5).
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Figure I11.5 : Principaux types d’isoflavonoides [37].

11.3.2.Distribution:

Les isoflavonoides, en particulier les aglycones, sont présents dans les racines, les
rhizomes, le bois, 1’écorce, les graines et quelquefois dans les feuilles et fleurs [37].
Contrairement aux flavonoides, composés ubiquitaires dans le regne végétal, les
isoflavonoides sont presque exclusivement présents chez les Légumineuses. En effet, 85%
d’entre eux ont été isolés de cette famille [37]. Il apparait néanmoins qu’au moins 225
isoflavonoides décrits ont été isolés de plantes appartenant a 59 autres familles [38]. Comme

chez les Légumineuses, la majorité des isoflavonoides isolés sont des isoflavones [39].
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I1.3.3.Biosynthese des grandes classes d’isoflavonoides:

Figure 11.6 represente la biosynthése de grandes classes des isoflavonoides et des leurs
conversions.

ZH
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HO
3 x + cons |
CoAZ (=]
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Figure 11.6 : Biosynthése des grandes classes d’isoflavonoides et leur conversion.
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I1. 4.Propriétés des flavonoides :
+ Propriétés antibactériennes :

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [40].

+ Propriétés anti inflammatoires :

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des
inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant l'inflammation
athérosclérosique en inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires [41] d'autres
flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine [42].

+ Propriétés antivirales :

L'activité antivirale des flavonoides contre HIV peut étre liée directement par leurs
effets sur les enzymes responsables de son réplication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1
integrase) par railleurs d'autres flavonoides montraient une activité antivirale contre le virus
d'influenza, HIV-1, HIV-2 [43]. Quercétine, apigénine, catéchine et hesperédine sont parmi
les flavonoides caractérisés par leurs propriétés antivirales contre onze types de virus. Les
flavonoides aglycones pourvus d’un groupement hydroxyle libre en C3 ont montré une
bonneactivité antivirale, les flavanes sont généralement plus efficaces que les flavones et les
flavanones contre HIV-1 et HIV-2 [44].

+ Propriétés Anti-oxydante :

Des flavonoides Puissants antioxydants, les flavonoides ont la capacité de piéger les
radicaux libres (hydroxy, anion superoxyde et des radicaux peroxy lipidiques), générés par
notre organisme en réponse aux agressions de notre environnement (cigarette, polluants,
infections, etc.) et qui favorisent le vieillissement cellulaire. Ces composes renforcent nos
défenses naturelles en protégeant les constituants tissulaires. Les études in vivo du Dr
Blumberg suggerent que les flavonoides interrompent le passage du stress oxydatif et

interceptent le "message" de I'apoptose (mort cellulaire programmée).
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4+ Autres propriétés des flavonoides :

Protection des plantes contre les radiations UV.

Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales.

Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de I’azote moléculaire.
Régulation de I'élongation des tiges.

Interviennent dans la maturité des fruits.

Sont a l'origine des godts amers et astringents afin de repousser les animaux herbivores
[45 ,46 ,47].
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Chapitre 111 : Les antioxydants et les activités Biologiques

I11.1.Généralités :

Radicaux libres, espéces réactives d’oxygene (ERO), stress oxydant et antioxydants,
deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels et méme pour le grand
public.

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 1’oxygeéne peut étre
¢galement une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de I’oxygeéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet
des rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition. Les formes de |’oxygéne
provoquant ces troubles sont: I’oxygéne singulet O,, le peroxyde d’hydrogéne H,O,, les
peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O2, les radicaux hydroxyles HO, peroxydes
ROO et alkoxyles RO. Les conséquences au niveau de 1’organisme se font ressentir sur
I’ADN, les lipides et les protéines.

Par definition, les radicaux libres sont des entités chimiques (Especes, atomes,
molécules ou des fragments moléculaires) possédant un electron (ou plus) non apparié «
Célibataire » sur la couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron nait suite a un
apport d’énergie susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance a attirer les
électrons d’autres atomes et molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres

molécules.

I manque un électron au
radical libre

Les antioxydants ont des
électrons supplémentaires
qu’ils donnent aux radicaux
libres

Figure 111.1: les radicaux libres et les antioxydants [48].
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Les radicaux libres sont considérés comme des déchets du métabolisme cellulaire. Les
especes réactives de I’oxygene, incluent des ERO comme 1’anion superoxyde (O;") produit au
cours du métabolisme mitochondrial, le radical hydroxyle (OH") qui réagit avec de
nombreuses molécules comme I’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et étre a
I’origine de Iésions de nécrose, c’est un dérivé de I’anion superoxyde, le radical
hydroperoxyle (HO;"), le radical peroxyle (RO5’), le radical alkoxyle (RO"). Aussi d’autres
especes dérivées de 1’oxygene, sont non-radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H20,),
I’acide hypochloreux (HOCI), 1’Ozone (Os), ’oxygene singulet (O,) et le peroxynitrite
(ONOOQ"). Ces composes ne sont pas réactifs mais peuvent étre des précurseurs de radicaux
[49].

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de 1’oxygene, les espéces
libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules avec les ERO. lls
peuvent, a leur tour, réagir avec d’autres molécules et étre a 1’origine de la multiplication des
réactions d’oxydation et de la propagation de dommages oxydatifs. Nous citerons par
exemple, les acides gras peroxydés qui sont le résultat de 1’action des especes oxygénées sur
les membranes biologiques.

I11.2.1es Principales cibles biologiques des EOA ? :

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques comme I’oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, aussi des
Iésions secondaires dues aux caracteres cytotoxiques et mutagenes des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces COmposes
anormaux par production danticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-
anticorps créant une autre vague d'attaque chimique [49].

I11.3.Les principales sources d’antioxydants :

Une molécule antioxydante est toute substance présente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, qui est capable de retarder, prévenir, neutraliser ou de réduire les
dommages de 1’oxydation causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de
maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques d’ERO [50,51].

Bien que le terme « antioxydant » soit fréquemment utilisé, il est difficilement
définissable car il couvre un large nombre de molécules et filieres trés divers comme
I’alimentation, I’industrie chimique, 1’industrie pharmaceutique [52]. Ils peuvent étre classés

selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine.
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111.3.1.Les antioxydants non enzymatiques :

Comme les vitamines E (o-tocophérol) et vitamines C (Acide ascorbique) et les
polyphénols issus des végétaux (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés
d’acide phénolique, tanins, anthocyanines,...). La plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation.

+ Acide ascorbique : Vitamine C

La vit C contient une forme énediol qui produit la forme dicétonique par transferts
successifs de ses deux atomes d’H. La forme énediol est régénérée par l’intervention
d’enzyme superoxyde dismutase en présence d’une catalase. On trouve la vitamine C dans les
legumes, les choux, le poivron, le persil, les agrumes et le kiwi. Elle joue un réle important
dans la régénération du vit E.

+ La vitamine E

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule
d’ouverture de cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon,
tournesol, olive presse a froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les légumes a
feuilles vertes.

+ R-carotene

Parmi les photo-protecteurs actifs, le R-carotene apparait comme un piégeur efficace. Sa
constitution polyiénique lui confére une capacité de piégeage de I’oxygeéne par formation d’un
dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule d’oxygeéne) ou par production
d’hydroperoxydes (insertion d’oxygene dans toutes liaisons C-H conjuguées d’une double
liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour. Il est présent dans les 1égumes verts, la salade,

les carottes, I’abricot, le melon, les épinards, la papaye.
111.3.2.Les antioxydants enzymatiques :

Il 'y a plusieurs systéemes d'enzymes qui catalysent des réactions pour neutraliser des
radicaux libres et des especes réactives de I'oxygene. Ces enzymes comprennent :
% superoxyde dismutase
¢+ le glutathion peroxyde
+¢+ réductase de glutathion
% catalases
Celles-ci forment les mécanismes de défense endogenes du fuselage pour aider a se

protéger contre les dégats radical-induits libres de cellules. Les enzymes antioxydantes-
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glutathione Peroxidase, catalase, et superoxyde dismutase métabolisent les clichés
intermédiaires toxiques oxydants.

Ces enzymes exigent également des cofacteurs tels que le sélénium, le fer, le cuivre, le
zinc, et le manganése pour lactivité catalytigue optima. On lui a suggéré qu'une
consommation diététique inadéquate de ces minerais de trace puisse compromettre I'efficacité
de ces mécanismes de défense antioxydants. La consommation et I'absorption de ces minerais

importants de trace peuvent diminuer avec le vieillissement.

Vitamin E

Vitamins Cand E
B-carotene

Vitamin E + SOD + Glutathione Peroxidose
p-carotene + GSH

Figure 111.2 : Systemes Antioxydants d'Enzymes [53].

111.4.Les antioxydants naturels :

Ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés
phénoliques (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés d’acide phénolique,
tanins, anthocyanines,...).
111.5.R0les des complexes antioxydants :

La vie en aérobiose se traduit au niveau cellulaire par 1’existence d’une chaine
respiratoire mitochondriale nécessaire au stockage de I’énergie sous forme d’adénosine
triphosphate (ATP).

La vie en aérobiose se traduit au niveau cellulaire par I’existence d’une chaine

respiratoire mitochondriale nécessaire au stockage de I’énergie sous forme d’adénosine
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triphosphate (ATP). La chaine respiratoire est une succession de phénomenes
d’oxydoréduction au cours desquels il existe des transferts d’¢lectrons. Ces électrons peuvent
réagir avec une molécule avoisinante pour aboutir a la formation d’un radical libre. Les
radicaux libres sont produits au cours de nombreuses réactions engagées dans les mécanismes
physiologiques, (respiration mitochondriale), dans les mecanismes pathologiques
(inflammation, infection, toute pathologie dégénérative et vieillissement accéléré) et au cours
de la pollution (par les métaux lourds, les xénobiotiques, ozone, les rayonnements
ionisants...). Dans toutes les cellules aérobies, les radicaux libres sont essentiellement des
radicaux oxygénés. Leur hyperactivité les engage dans des réactions de dénaturation des
constituants cellulaires de type peroxydation, avec les glucides, les lipides, les protéines et
I’ADN, formant des produits trés instables. Ceux-ci donnent lieu a des réactions en chaine
générant de nouveaux radicaux libres. Ce processus de peroxydation s’auto-entretient de lui-
méme et il faut attendre 1’obtention de produits stables par réaction entre deux radicaux ou
I’intervention de substances protectrices dites “piégeurs de radicaux libres” pour I’arréter.

Le role des métabolites secondaires en matiére de prévention des maladies causées par les
radicaux libres a été clairement établi par plusieurs études [54]. Un schéma représentatif de
I’impact de ROS et du rdle des divers métabolites secondaires dans 1’apparition des diverses
maladies et de leurs mode de suppression est établit ci- dessous (Figure 111.3).

Ce sont des antioxydants essentiels pour I’lnomme dont les apports peuvent prévenir et
méme aider au traitement des maladies liées au stress oxydant. Il existe de nombreux autres
composés parmi lesquels certains sont regroupés dans le grand groupe des polyphénols.

Bien que non essentielles, ces substances jouent un rdle majeur dans la lutte contre le

stress oxydant [55].
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Figure 111.3: Métabolites secondaires et prévention des certaines maladies [55].
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111.6.Méthode d’évaluation de I'activité antioxydante :

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit de fagon in vivo, sur des

organismes vivants, soit de maniere in vitro comme le cas du notre travail (Tableau I11.1).

Tableau I11.1: Quelques méthodes d’évaluation de l'activité antioxydante in vitro [56, 57,

58,59].
Méthodes
Transfert d’atome | Transfert d’électron Transfert d’atome
d’hydrogene d’hydrogéne et
d’électron
ORAC (Oxygen *Test Folin —Ciocalteu *DPPH (2,2-Di-Phényle-1-
Radical Absorbance (Analyse des phénols totaux). | Picryl-Hydrazyle) (Piégeage
Capacity) (Capacité *FRAP (Ferric Reducing du radical DPPH®).
Exemples d’absorption des Antioxydant Poxer) *ABTS : Acide 2,2’-azino-
radicaux libres). (Pouvoir réducteur de I’ion (3-éthyl Benzo Thiazoline)-
ferrique). 6-Sulfonique (Réduction du
radical-cation ABTS®").
AH+X* — XH+A® | M (I1l) +AH —&AHe«+M (1) | Les réactions semblent plus
AH : antioxydant M (I11) : antioxydant complexes et suivent un des
, ] (donneur d’atome (Donneur d’un électron). deux mécanismes selon la
Mécanisme

réactionnels

d’hydrogéne).

X*: radical libre
(accepteur d’atome
d’hydrogene).

XH : radical libre
inhibé.

A®: antioxydant
stable.

AH : radical libre (Accepteur
d’un électron).

AHe : radical libre inhibé.

M (I11) : antioxydant stable.

structure des antioxydants ou
la nature du milieu
réactionnel.

Nature de la
molécule testée

Hydrophile et
lipophiles

Hydrophile et lipophiles.

*Hydrophile et lipophiles
(DPPH).
*Hydrophile(ABTS).

Avantages

*Facile a mettre en
ouvre.

*Facile a mettre en ouvre.
*Peu couteu.

*Facile a mettre en ouvre.
*Peu couteu.

Inconvénients

*Couteu (générateur
des radicaux ROQ°®).
*Meécanisme de
génération des ROO
Non physiologique.
*interférence possible
de protéines.

-PH utilisé non
physiologique.

-Interférence possible a 595
nm (FRAP).

*Encombrement stérique de
molécules a haute poids
moléculaires (DPPH).
*Interférence possible a
515nm(DPPH).

*Forte dependance au PH et
au solvant (DPPH).
*Produit de dégradation
antioxydants (ABTS).
*Radical inexistant in vivo
(DPPH, ABTS).
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Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. Il faut donc combiner
les réponses obtenues a 1’aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre

choix s’est porté sur 1’utilisation de trois tests chimiques, a savoir : Folin-Ciocalteu, Béta
carotenes, DPPH'.
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1V.1. Matériel et méthodes:
IV.1.1. Matériel végétal:

I V.1.1.1. 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, présente une diversité floristique unique grace a la diversité de ses
écosystémes, ses chaines montagneuses traversées de gorges, ses grottes merveilleuses, ses

cbtes balnéaires, son climat méditerranéen et son histoire millénaire (Figure 1V.1) [60].

Figure 1V.1 : El Aouana wilaya de Jijel [61,62].

IV.1.1.2. Récolte de la plante :

Les parties aériennes 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 2009, La récolte des fleurs et
des feuilles de la plante a été effectuées tres soigneusement de maniére a ne pas détériorer les
éléments organiques et minéraux présents. Un échantillon de référence est conservé au niveau

du laboratoire (LOST).
IV.1.2.1. Matériel Chromatographique :

IV.1.2.1.1.1a Chromatographie liquide sous vide (VLC) :

C’est une méthode chromatographique simple, rapide, efficace et peu couteuse

permettant des fractionnements grossiers, leur rapidité évite les phénoménes d’isomérisations
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observées Souvent dans le cas de la chromatographie sur colonne. Nous avons utilisé la silice
greffée C18 (Merk, Lichroprep RP-18 43-60 um) avec un rapport 10/1 masse de silice/masse
de I’échantillon. La phase stationnaire est suspendue dans le solvant adéquat puis déposée
dans un verre fritté cylindrique de porosité n°4. Elle est ensuite tassee et séchée par
application du vide. Une fois conditionnée 1’échantillon est déposé a la surface de la phase
stationnaire puis une élution par palier est réalisée avec le systteme MeOH/H,O.

1V.1.2.2.2 Chromatographie sur couche mince (CCM) :

Les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées avec des plaques
de Silica gel 60 F254 sur feuille d’aluminium (Merck). Aprés développement dans des cuves
en verre, les plaques sont observées a la lumiére et sous lampe UV a 254 et 366 nm.

Le révélateur utilisé est un mélange d’acides (acide sulfurique 25 % et acide acétique 25%) et
de I’eau 50 %.
1VV.1.2.3.3. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) :

L’appareillage est constitué¢ d’une chaine chromatographique Dionex, pilotée par le
logiciel Chromeleon version 6.01. La chaine est équipée d’une pompe quaternaire P580 A
avec dégazeur intégré, d’un passeur d’échantillon ASI 100, d’un détecteur UV/Visible a
barrette de diodes UVD 170S/340S et d’une colonne thermostatée par un four STH 585. La
colonne utilisée est :

Colonne Dionex C18, 4,6 x 250 mm, de granulométrie 5 et de porosité 90 A.
Les conditions d’élution en CLHP analytique sont :

¢ Mode : gradient

Systeme de solvant : H,O-ACN

« Débit =1 ml/min ;

K/
L X4

&

L)

L)

» Température =25 °C ;
Détection : A = 205, 254 et 350 nm.

X/
L %4

IV.1.3.1.Méthode physico-chimique :
IV.1.3.1.1.Spectrophotométrie UV-visible :

La lecture de 1’absorbance a été effectuée grace a un lecteur de microplaque Perkin
Elmer (EnSpire Alpha Plate Reader) multimode. Gréace a son monochromateur le lecteur offre

une grande sensibilité aux essais.
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1VV.1.3.1.2. Spectroscopie de RMN :

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN-1H et
13C) ont été enregistrés a 500 et 125 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-500 et
sur un appareii BRUKER AVANCE DRX-600 équipé d’une cryoplateforme. Les
microprogrammes BRUKER et le logiciel de traitement des données Topspin 2.1 sont
appliqués.

L’échantillon a été solubilisé dans le solvant deutéré CD3OD dans un tube analytique de
5 mm de diametre.

Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm par rapport au tétra méthyl
silane (TMS), les constantes de couplage sont exprimées en Hz.

IV.2. Etude d’une plante du Genre Genista :

IVV.2.1 Extraction par macération :

Les parties aériennes sechées et pulvérisees (1000 g) ont été macérées a température
ambiante par un mélange hydroalcoolique (Méthanol/Eau : 80 : 20 V/V), Cette macération est
répétée 3 fois (3x24 h). Apres filtration puis concentration a une température n’excédant pas
45°C, on ajoute de I’eau distillée (Figure 1V.2). Cette derniere solution a subi des extractions
successives de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en
commencant par le chloroforme, puis ’acétate d’éthyle. La Figure 1V.3 montre les
différentes étapes d’extraction de cette plante. Les deux extrait sont évaporés a sec, puis

pesés.

Figure 1V.2:évaporation de solution hydroalcoolique.
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Plante pulvérisée 1000 g

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

v = Filtration
Marcs
[ Solution hydrométhanolique ]
= Concentration
\ 4

Résidu sec

A 4
[ Solution aqueuse ]

= Dilution avec H,0 distillée

= Epuisement par CHCI; (3x300 ml)
= Décantation

L4 L4
[ Solution du CHCI3 ] [ Phase aqueuse ]
" Evaporation a sec
[ Fraction CHCls (20 g) ] = Epuisement par AcOEt (3x300 ml)
= Décantation
\ 4 Jr
[ Solution d’AcOEt ] [ Phase aqueuse ]

= Evaporation & sec

v
[ Fraction AcOEt (10,02g) ]

Figure 1V.3: Différentes étapes de 1’extraction des parties aériennes de Genista.

IVV.2.2.Criblage phytochimique par CCM et CLHP:

L’extrait acétate d’éthyle de Genista a été analysé par chromatographie sur couche
mince (CCM) (Figure 1V.4) et chromatographie liquide haute performance (CLHP)
analytique afin d’avoir une idée sur la richesse de notre extrait et le nombre de produits a
séparer. Le développement des plaques CCM s’effectue dans [’éluant approprié.
L’observation se fait sous la lampe UV a 254 et 366 nm est suivie d’une révélation avec le
réactif de Dragendorff pour les alcaloides et le réactif universel a base d’un mélange de (acide

sulfurique 25 % et acide acétique 25%) et de 1’eau 50 %.
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(1)

Figure 1V.4: le chromatogramme de 1’extrait acétate d’éthyle de Genista
(1) apres réveélation par «acide sulfurique 25 % et acide acétique 25% » et de I’eau 50 %,

(2) sous la lumiére UV 365 nm.

L’analyse par CLHP analytique de D’extrait acétate d’éthyle (Smg/ml CH3OH) est
effectué sur silice greffée Cyg a 1’aide du gradient de 40% a 90% MeCN/H,O pendant 60 min
(Figure IV.5).
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Figure 1V.5: Chromatogramme CLHP analytique (gradient de 40% a 90% MeCN/H,0) de la
fraction acétate éthyle des parties aériennes de Genista.
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IVV.2.3.Screening phytochimique par réactions colorées :

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains composés appartenant
aux familles chimiques des métabolites secondaires, nous avons réalisé des tests
phytochimiques spécifiques fondés sur des réactions de coloration, de turbidité ou de
précipitations, en utilisant les méthodes décrites dans la littérature [63].

a. Caracteérisation des polyphénols :

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de caractériser les polyphénols. A 2 ml
de I’extrait, nous avons ajouté une goutte de solution méthanolique de chlorure ferrique a 2%.
L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la
présence de polyphénols.

b. Caractérisation des flavonoides (test de Shibata ou Shinoda test) :

La présence des flavonoides dans 1’extrait acétate d’éthyle a été mise en évidence par la
réaction a la cyanidine. Elle utilise en effet le pouvoir réducteur des métaux en milieu acide
pour réduire spécifiquement le noyau flavonoidique ce qui permet 1’apparition d’une couleur
caractéristique. Pour cela une quantité¢ de ’extrait (Quelques millilitres) a été mélangé avec
Iml de HCI, 1ml de I’eau distillée et 2 ml de rognure de magnésium (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.

c. Caractérisation des tanins (test au FeCls) :

Les tanins peuvent étre mis en évidence dans le milieu grace a la réaction colorée avec
la solution aqueuse de FeCls. Cependant la différenciation des tanins peut étre effectuée grace
a la réveélation par le réactif de Stiasny (formaldéhyde chlorhydrique). En effet, les tanins
condensés précipitent a chaud par addition a 1’éxtrait 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 1’apparition d’un composé qui colore la solution.

0,5 ml d’une solution diluée de chlorure ferrique a 1 % sont ajoutées a 2.5 ml de
I’extrait acétate d’éthyle. Apres quelques minutes d’incubation a température ambiante, le
chlorure ferrique développe une coloration verdatre qui indique la présence des tanins
catéchiques ou bleus noiratres qui révele I’existence des tanins galliques.

Pour différencier entre les tanins, I’utilisation du réactif de Stiasny s’est avéré

nécessaire dont le principe est le suivant :
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Les tanins catéchiques sont identifiés par le réactif de Stiasny (10 ml de formaldehyde +
5 ml d’acide chlorhydrique concentré). L’ajout de 5 ml de ce réactif a A 10 ml de I’extrait

acétate d’éthyle entraine la formation d’un précipité rouge caractérise les tanins catéchiques.

d. Caractérisation des alcaloides :

Le réactif de Dragendorff a été utilisé pour caractériser la présence des alcaloides dans
I’extrait acétate d’éthyle. Le test est fondé sur la capacité des alcaloides de se combiner avec
des métaux lourds. En présence de 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), la formation d’un précipité de coloration rouge-orangé témoigne de la
présence des alcaloides.

e. Caracteérisation des triterpenes (le test de Lieberman-Burchard) :

La mise en évidence des triterpenes est fondée sur la réaction de Lieberman-Burchard.
L’extrait acétate d’éthyle (5 ml) est additionné de 1 ml d’anhydride acétique puis de 0,5 ml
de chloroforme, apreés dissolution, la solution est transférée dans un tube a essai au quel est
ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid. L’apparition, a
I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, a indiqué une réaction
positive.

f. Caractérisation des saponosides :
+ Indice Mousse (IM) :

La détermination de I’indice de mousse (IM) est la méthode la plus abondante pour la
confirmation de la présence des saponines. La présence de saponines dans la plante est
confirmée avec un indice supérieur a 100.

Dans une série de 6 tubes a essai, sont introduits successivement 1 a 6 ml de 1’extrait
acétate d’éthyle, tous les tubes sont complétés a 10 ml avec de I’eau distillée selon le Tableau
IV.1 et agités vigoureusement dans le sens de la longueur pendant 15 secondes puis laissé au
repos pendant 15 min.

Tableau I1V.1 : Gamme de dilutions décroissante de 1’extrait acétate d’éthyle pour la mesure

de I’indice de mousse.

Numéro de tube 1 2 3 4 5 6
Extrait acétate d’éthyle, 1% (ml) | 1 2 & 4 5 6
Eau distillé (ml) 9 8 7 6 5 4

Page 37



Chapitre IV : La Partie Expérimentale

Apres agitation 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) :
Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique aussi la présence de
saponosides.

[[ IM= inverse CxD

——

C: Concentration initiale de ’extrait

D : Dilution dans le tube ou la mousse >1

IV. 3.Fractionnement de I’extrait Acétate d’éthyle du Genre Genista:

7 g de la fraction acétate d’éthyle des parties aériennes de Genista. Ont été fractionnés
par VLC en phase inverse Cig avec 1’éluant H,O-MeOH (60/40, 40/60, 20/80, 0/100). Des
fractions de 150 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélange et analysées par
chromatographie sur couche mince (Figure 1V.6).

Figure IV.6: VLC sur Cig de I’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de Genista.

Le suivi de la VLC est effectué par CCM dans le systeme 9 :1 (CHCI3;: MeOH). Les
CCM ont été examinées a la lumiere UV et révelées a I’acide sulfurique puis chauffées a 100
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°C. 6 fractions ont été récoltées apres rassemblement des fractions présentant des similitudes
(Tableau 1V.2).
Tableau 1V.2 : Les fractions de la VLC sur C;g de I’extrait acétate d’éthyle des parties

aériennes de Genista.

Eluant: MeOH - H,O Fractions collectées
60 :40 F1
F2
40 :60 F3
40 :60 F4
20 :80
20 :80 F5
20 :80 F6
0:100

La fraction [F4] a été purifiée avec une simple précipitation dans le méthanol pour donner
5,630 g de P1.

IV.4. Dosage des composés phénoliques :

+ Principe de la réaction des polyphénoles :

Le dosage des polyphénols totaux a été realise suivant la méthode de Singleton et al
[59]. en utilisant le réactif de Folin- Ciocalteu. Cette méthode est basée sur la réduction en
milieux alcalin de la mixture phosphotungstique (WO.,*) phosphomolybdique ( MoO,*) de
réactif de Folin par les groupement oxydables des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents dans 1’échantillon. Briévement, une prise de 125ul de 1’échantillon dilué¢ de 1’extrait
acétate d’éthyle est mélangée avec 500 pl d’eau distillée et 125ul de réactif de Folin-
Ciocalteu. Apres une agitation du mélange suivie d’un repos de 3 minutes on rajoute 1250 pl
d’une solution de carbonate de sodium a 2 %. Enfin le mélange obtenu est ajusté par de 1’eau
distillée a 3 ml. 3 ml du réactif de Folin-Ciocalteu a 1 N sont additionnés; apres 30 minutes
d’incubation a température ambiante, la lecture des densités optiques (DO) est faite & 760 nm

contre un blanc.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant I’acide gallique comme controle positif a concentrations finales
allant de 50 a 500 pg/ml. La teneur des composés phénoliques est exprimée en équivalents de
mg d’acide gallique (EAG) /g de plante séche. Tous les essais sont reproduits au moins trois
fois [64].

IV.5. Evaluation de ’activité antioxydante :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant 1’extrait acétate d’éthyle a été réalise par
deux techniques chimiques (le test de piégeage du radical libre DPPH et le blanchissement de
[-carotene).

IVV.5.1.Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité du balayage du radical DPPH a ét¢ mesurée selon le protocole décrit par
Blois en 1958 [65].Le principe du test consiste a 1’addition du radical DPPH" a une solution
méthanolique contenant un composé potentiellement antioxydant et pouvant céder un atome
d’hydrogeéne qui entralne une diminution de la coloration violette caractéristique de

I’apparition de la forme réduite du DPPH.

Q NO, Q NO,
e tanl Liscivall 2

DPPH DPPH-H

w: H Antioxydant W Radical de I’antioxydant

Figure 1V.7: Mécanisme de la réaction de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec un
antioxydant.

Brievement, un volume de 30 pl de différentes concentrations de 1’extrait acétate
d’éthyle est ajouté a 3 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,04 g/l) fraichement
préparée. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en
mélangeant 30 pl du méthanol avec 3 ml d’une solution méthanolique de DPPH. Aprés
incubation a I’obscurit¢é pendant 30 minutes et a température ambiante, la lecture des
absorbances est effectuée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre, contre un blanc pour

chaque concentration qui contient 30 ul de chaque concentration de ’extrait et 3 ml du
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méthanol. La quercétine dont 1’absorbance a ¢été mesuré dans les mémes conditions que

I’extrait. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

R SR R S B

#+ La détermination d’ICsy :

La Clsp c’est concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des

radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés.

IV.5.2. Test de Blanchissement de la Béta-carotene :
Dans ce test la capacité antioxydante de I’extrait acétate d’éthyle est déterminée en
mesurant ’inhibition de la dégradation oxydatif du B-caroteéne par les produits d’oxydation de

I’acide linoléique selon la méthode décrite par [66].

L’émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été préparée par la solubilisation de 0,5 mg
de B-caroténe dans 1 ml de chloroforme, 25 pl d’acide linoléique et 200 pl g de tween 40 ont
été ajoutés. Le chloroforme a été complétement évaporé dans le Rotavapor a 40 C°, ensuite 50
ml d’eau oxygénée ont été ajoutés, I’émulsion en résultant a été agitée vigoureusement. La
solution générée doit avoir une absorbance qui varie entre 0,5 et 0,6. Dans le cas contraire
I’absorbance est ajusté en ajoutant de I’H,0,. 600 pl de solution d’extrait ou d’antioxydant de
la référence (La vitamine E) (solubilise dans le methanol) ont été ajoutés a 2,4 ml de
I’émulsion précédente. Un contrdle négatif contenant 0,5 ml de méthanol au lieu de 1’essai
témoin a été effectué en paralléle. La vitamine E a été employée comme contréle positive.
L’absorbance est enregistré a 470 nm chaque 30 min pendant 2 heures.

Les pourcentages d’inhibition de blanchiment de la B-carotene ont été calculés par la formule

suivante :

% d’inhibition = [(D.O E120 — D.O T120) / (D.O T0 - 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 & T = 0 min.
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V.1.Criblage phytochimique par CLHP et CCM:

L’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes a été analysé par chromatographie sur
couche mince (CCM) (Figure V.2) et chromatographie liquide haute performance (CLHP)
analytique afin d’avoir une idée sur le nombre de produits a séparer. Le développement des
plaques CCM s’effectue dans 1’¢luant approprié. L’observation se fait sous la lampe UV a
254 et 366 nm est suivie d’une révélation avec le réactif de Dragendorff pour les alcaloides et
le réactif universel a base d’un mélange de (acide sulfurique 25 % et acide acétique 25%) et
de I’eau 50%.

Le chromatogramme de HPLC (Figure V.1) de I’extrait acétate d’éthyle peut étre
commodément divisé en deux parts différentes : la premiere de 20,00 a 26,0 minutes est celle
ou le saponosides et ses dérivés complexes de sucre s’éluent, tandis que les flavonoides
glycosides apparaissent dans la gamme entre26, 50 et 36,50 minutes et les terpénes et les

flavonoides aglycones entre 40et 56 minutes.

«.J2- test pour Cime:
< tastp E W VIS 3
15 4 - test pour Dima 2207 GACE WVS 4
Al WWL215 )

2850+

0-2231
200+

FigureV.1: Chromatogramme CLHP analytique (gradient de 40% a 90% MeCN/H,0) de la

fraction acétate éthyle des parties aériennes de Genista.

Le profil chromatographique (FigureV.2) montre que I’extrait acétate d’éthyle est riche
en tanins, flavonoides (des taches jaune et violette sous UV/365 nm) et isoflavonoides (des
taches orange UV/365 nm). Les flavonoides se révélent aussi sous UV/365 nm sous diverses

colorations fluorescentes.
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o) )

Figure V.2: le chromatogramme de 1’extrait acétate d’éthyle de Genista
(1) apres révélation par «acide sulfurique 25 % et acide acétique 25% » et de I’eau 50 %,

(2) sous la lumiére UV 365 nm.

A D’effet de préciser la nature desdits phytoconstituants révélés, des réactifs spécifiques ont
été utilisés (réaction colorées, Tableau V.1).
V.2.Criblage phytochimique par réaction colorées:

Les résultats du criblage phytochimique réalisé sur I’extrait acétate d’éthyle des parties
aériennes de Genista. Sont consignés dans le TableauV.l. Les différentes méthodes
employées sont exposées dans le chapitre quatre.

Selon leur intensité les réactions qui se produisent sont classeées de : négative (-) jusqu’a
franchement positive (+++).

Tableau V.1 : Résultats du criblage phytochimiques.

Réactif Groupe chimique Résultats
FeCls Polyphénols +++
Stiasny Tanins +++
cyanidine Flavonoides +++
Lieberman-Burchard Terpenoides ++
Indice de mousse Saponosides ++
Dragendorff Alcaloides -
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D’aprés les résultats des tests phytochimiques obtenus sur Genista, nous avons pu
déceler différentes familles de composés chimiques par de simples réactions de coloration et
de précipitation.

D’aprés le Tableau V.1 nous avons constaté que notre extrait a montré une réaction
trés positive pour le test des polyphénols et plus particulierement les tanins, et flavonoides et
il montre aussi une réaction positive pour les saponosides et les composés terpéniques.

Les résultats montrent que la plante est d’une grande importance, elle est riche en
composés phénoliques tels que les tanins, les flavonoides et les saponosides qui sont reconnus
pour leur propriétés antioxydantes [67]. Les tanins sont également reconnus pour leur pouvoir
de fixation aux protéines avec une tendance a I’imperméabilité des couches externes et la
protection des couches sous-jacentes [68].Cependant les saponosides ont des effets : antiviral,
hypocholestérolémiant, hépato-protecteur, antitumoral et anti-cancérigene [69, 70,71].
V.3.Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle :

L’extrait acétate d’éthyle de Genista a subi un premier fractionnement par
chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice greffé en C-18 éluée avec un
gradient de MeOH-H,0.

La révélation de la plaque CCM par le réactif de I’acide acétique sulfurique et par UV
nous a permis de confirmer la richesse de notre extrait en métabolites secondaires notamment
en flavonoides (les taches jaunes) saponosides et terpenoides (les taches violettes) (figureV.3)
Ces résultats obtenus sont en accord avec les travaux des auteurs [22-24] qui ont travaillé sur
les flavonoides du Genre Genista.

La détection de la présence des saponosides dans 1’extrait acétate d’éthyle a été aussi

confirmee par une étude faite par [4].
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9 :1 (CHCI; : McOH)

Sapovossdes—~

Flavonosdes
Flavonosdes /

Figure V.3 : Les fractions de la VLC sur Cyg de I’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes
de Genista. (1) aprés révélation par «acide sulfurique 25 % et acide acétique 25% » et de I’eau
50 %, (2) sous la lumiere UV 254 nm.

V.4.Détermination structurale du composé :
Le spectre d’absorption UV ( Figure V.4) du composé P1 enregistré dans le méthanol
montre deux maxima a 36let 261 nm, caractéristiques des bandes I et II caractéristique d’un

squelette de type isoflavonique.
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Figure V.4 : la Série spectrale UV du composé P1.
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e [’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.

e [’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II de 6 nm par
rapport au spectre enregistré dans le MeOH, confirmant ainsi la présence d’un OH libre
en’.

e Le déplacement bathochome de 54 nm de la bande I, observé dans le spectre UV
enregistré dans le chlorure d’aluminium acidifié (AICl; + HCI), indique la présence d’un
groupement hydroxyle en position 5.

e [’absence du déplacement hypsochrome de la bande | en comparant les spectres AICI; +
HCI / AICI3, laisse prévoir 1’absence de systéme ortho dihydroxylé sur le cycle B.

L’analyse du spectre de RMN 'H (Figure V.5) du composé P1 montre la présence de :

% Un singulet d’intégration 1H a & = 8,30 ppm attribuable a H-2, caractérisant la
structure d’une isoflavone.

% Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6,39 ppm (J = 2,1 Hz)
attribuable a H-8, le second a 6 = 6,22 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 6y 6,84 (d, J = 8,6), et 7,40 (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'.

OH-5 H-2 (1)

Figure V.5 : Spectres de RMN *H composé 1, (1) spectre normale, (2) spectre avec

agrandissement de la zone entre 6 et 8 ppm.
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Les données de la RMN 1H est celles de la série spectrale UV permettent de proposer la

structure suivante : 4°, 5, 7-trihydroxyisoflavone connue sous le nom de la Génistéine.

HO o)

OH O
OH

Génistéine

V.5.Dosage des polyphénols totaux :
Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode de folin ciocalteau en utilisant
comme standard 1’acide gallique (Figure V.6), la teneur en polyphénols totaux est exprimée

en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG /g d’extrait).

1,6 y =0,0034x-0,3275
" . R?=0,9902

1,2

0,8
06 L

¢ Sériel

absorbance

——Linéaire (Série1)

0,4

4

02

0 T T 1
0 200 400 600

[c] Acide gallique pg/ml

Figure V.6 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne + SD de trois essais)
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Ce résultat indique bien que la richesse de notre extrait en polyphénols est importante.
L’extrait acétate d’éthyle contient 266,51 mg/g de polyphénols, cette quantité est presque

deux fois moins que celle trouvé dans 1’extrait de thé vert 400 mg/g [72].

V.6.Evaluation de ’activité antiradicalaire par le test DPPH :

L’activité antioxydante de extrait acetate d’éthyle de Genista et de la vitamine E vis-a-
vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de
ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH") a la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable & 517 nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une
diminution de I’absorbance induite par des substances anti radicalaires.

Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en

fonction de concentrations de ’extrait (Figure V.9).

100
88,41 90,50

M Sériel

%d'inibition

1 2 3 4 5 6 7
la concentration d'extrait AcOEt

Figure V.7 : Histogramme représentatif du pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait
acétate d’éthyle.

La Figure V.7 révele clairement que I’extrait acétate d’éthyle possede une activité anti

radicalaire dose dépendante avec un maximum d’inhibition de 90,5%.
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Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de I’ICsq (la valeur

qui correspond a 50% d’inhibition).

4+ Détermination de I’ICx,

La valeur de I’ICso exprimée en ug/ml a été déterminée graphiquement a partir de la
droite de régression de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour chaque

échantillon testé (Figure V.8).

90,00

80,00
20.00 y=12,51x + 18,84
= R2=0,993
S 60,00
250,00
<
.£40,00
330,00
S
20,00
10,00
0,00

0 1 2 3 4 5 6
Concentration de I'extrait ACOEt (mg/ml)

Figure V.8: Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait acétate d’éthyle.

Une valeur plus faible de I’ICsq (la concentration du substrat qui cause une inhibition de
50 % de I’activité¢ de DPPH) indique une activité antioxydante plus élevée.
La valeur de 1Cso= 2,49 pg/ml montre que 1’extrait acétate d’éthyle possede un potentiel anti
radicalaire excellent.

A des fins comparatives un antioxydant standard est utilisé la vitamine E. Il a montré
une activité antiradicalaire tres puissante avec une ICsq de 1’ordre de 25 pg/mg.

Nous remarquons que 1’activité antiradicalaire de I’extrait acétate d’éthyle est 10 fois
supérieure a la capacité du piégeage du radical DPPH* de substances de référence.

L’activité antioxydante de notre extrait acétate d’éthyle est nettement supérieure a celle
obtenu par [73] .pour leurs études de la plante Genista quadriflora (Fabaceae) dont 1’ICsy

égale a 58,97ug/ml. Egalement ’extrait méthanolique de Genista vuralii avait présenté une
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activité antiradicalaire 31 fois moins active a celle de notre plante par une ICs, égale a
77,95ng/ml selon [74].

Il est évident que la forte activité de I’extrait acétate d’éthyle est attribuée a sa richesse
aux composés phénoliques, Une étude faite par [75] a suggéré que les molécules polaires

présentes dans les extraits végétaux contribuent a ’augmentation de 1’activité antiradicalaire.

V.7. Test de blanchissement ou de décoloration du béta-carotene:

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique produit des radicaux peroxydes qui
attaquent les onze doubles liaisons du B-caroténe, ce qui entraine une décoloration de ce
dernier mesuré spectrophotométriquement a 470 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres derivés de I’acide linoléique et donc prévenir
I’oxydation et le blanchiment du B-caroténe.

Les courbes de la cinétique de blanchiments du R- Carotene en fonction du temps
permis de mettre en évidence la propriété antioxydante d’échantillon et du standard, mais ce

qui n’est pas le cas pour nous suite a des problémes techniques au cours de la manipulation.
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¢ Conclusion générale :

Le présent travail avait pour objet 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité
antioxydante d’une plante médicinale Algérienne Genista appartenant a la famille des
Fabaceae. Cette derniére en général et le Genre Genista en particulier sont particulierement
bien fournis en métabolites secondaires connus pour leurs diverses et intéressantes activités
biologiques.Ces derniers sont constitués quasi exclusivement de flavonoides et
isoflavonoides, qui sont d’ailleurs considérés comme les composés typiques et
chemotaxonomiques aussi bien de la famille que du Genre. Cette investigation chimique sur
le Genre Genista constitue une modeste contribution dans la connaissance des constituants
chimiques de la famille et du Genre.

La partie phytochimique réalisée sur 1’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de

Genista, a conduit a I’isolement et I’identification d’un isoflavonoide.

La méthodologie de séparation et purification des métabolites secondaires de 1’extrait
acétate d’éthyle a été basée essentiellement sur la combinaison des différentes méthodes

chromatographiques :

+ chromatographie sur liquide sous vide sur phase inverse Cig (VLC).

+ chromatographie sur plaques analytique de silice normale (CCM).

Les structures moléculaires des composes isolés ont été élucidées principalement par
I’utilisation des techniques de RMN 1D et par UV.

L’activité antioxydante de 1’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de Genista a
été évaluée par le test antiradicalaire qui consiste a estimer la capacité du DPPH a piéger les
radicaux libres, ainsi que le test de blanchiment de la Beta caroténe. L’étude a révélé que
I’extrait acétate d’éthyle posséde une activité antioxydante excellente. Cette activité est
nettement supeérieure a celle de la vitamine E, mais il s’agit d’un extrait contenant un grand
nombre de composés différents. Il est donc trés probable qu’ils contiennent des composés qui,
une fois purifiés, peuvent présenter une activité comparable a celle de substances de
références.

Enfin I’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 nécessaires

afin de pouvoir confirmer les activités mises en évidence.
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique d’une plante du Genre Genista de la famille
Fabaceae ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante,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 HPLC)
et la caractérisation par les différentes méthodes spectroscopiques (RMN et UV) d’un
métabolite secondaire « P1 » de nature isoflavonique.

L extrait de cette plante manifesté un grand pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH.

Mots clés : Fabaceae, Genista,activité antioxydante,RMN, HPLC, VLC,CCM.
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ABSTRACT

This work is dedicate to the phytochemical study of a Genista genus of the Fabaceae family
as well as the evaluation of the antioxidant activity. This plant endemic of Algeria has not
been the subject of phytochemical study And biological evaluation.

This work allowed the isolation by chromatographic methods (VLC, CCM and HPLC) and
the characterization by the various spectroscopic methods (NMR and UV) of a secondary
metabolite "P1" of isoflavonic nature.

The extract of this plant showed great antioxidant power by the DPPH method.

Key words: Fabaceae, Genista, antioxidant activity, NMR, HPLC, VLC, TLC.
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