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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes médicinales sont extrémement complexes de point de vue composition chimique.
On estime qu’elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents dont quelques-uns
seulement, ou parfois un seul, sont responsables de 1’effet thérapeutique ou 1I’effet toxique, en
constituant de cette maniére une source infinie de substances et de composés a activités
biologiques et pharmacologiques tres variées.

Parmi ces composés on trouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
sont surtout illustrés en thérapeutique. En effet, I’industrie pharmaceutique moderne s’appuie sur
la diversité de métabolites secondaires d’origine végétale pour trouver de nouvelles molécules
aux propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite
partie des 400 000 especes végétales connues ont été investiguées sur les plans phytochimique et
pharmacologique, et que chaque espece peut contenir jusqu'a plusieurs milliers de constituants
différents.

Le régime méditerranéen caractérisé par une consommation élevée et variée de produits
végétaux (légumes, fruits, huile d’olive, thé...etc.) renferme parmi ses diverses especes végétales
une gamme de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques dont 15% endémiques,
constituant la flore Algérienne. Plusieurs études épidémiologiques suggerent que la diminution
de diverses pathologies dégénératives associées au stress oxydant telles que les maladies
cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives et divers cancers, serait due aux micro-
constituants de ce régime riche en produits végétaux dont les polyphénols sont les principaux

représentants.

Les polyphénols possedent un large éventail d’activités biologiques in vitro
(antibactériennes, anti-cancérigene, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur caractere
réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les polyphénols présentent
ainsi des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec ’inhibition de I’oxydation aussi

bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant).

Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la nutrition
par leur caractere préventif a 1’égard de diverses maladies citées précédemment, en cosmétologie

et surtout dans les industries agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la flaveur



des aliments et leur incidence sur la conservation des produits alimentaires. Ainsi, ils pourraient
constituer une alternative a I’utilisation des additifs alimentaires synthétiques qui ont montré des

effets nuisibles sur la santé humaine.

Dans ce contexte nous nous somme intéressées a une plante endémique dont plusieurs études
ont été faites sur le méme genre et mais aucune n’a été faite sur cette espéce. La plante choisie est
Ononis Alba Poir. Cela nous a encouragé a approfondir nos connaissances dans le domaine de la
biochimie appliquée tout en recherchant de nouvelles molécules naturelles & activite biologique
potentielle et qui peuvent substituer les molécules synthétiques.

Ce travail présente une étude phytochimique de la plante et évaluation de son pouvoir

thérapeutique ou ses effets antimicrobiens et antioxydants sont 1’objectif ciblé.

Afin d’atteindre le résultat voulu, une série de traitement doit la plante subir allant du séchage
jusqu’a la derniére étape d’identification de leurs métabolites secondaires dans le filtrat, sur
lequel, les activités biologiques vont étre testées. Cela aura un impact significatif dans le

développement de nouvelles molécules efficace et performante.
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Chapitre | : Généralités sur le genre Ononis

I. Les Fabaceae :

La famille Fabaceae (ou Leguminosae) constitue la troisieme plus grande famille des
angiospermes en nombre d’espéces aprés les familles Orchidaceae et Asteraceac (Lee et al,
2003). Les plantes qui forment cette famille sont distribuées a travers le monde et se localisent
principalement dans les zones tropicales et tempérées.

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées pour la
consommation humaine en raison de leur huile et leurs fibres. Elles sont aussi utilisées comme

combustible pour leur bois et remédes en médecine traditionnelle (Khallouki et al 2000).

La famille Fabaceae renferme 745 genres et plus de 19500 especes, réparties entre trois sous-
familles : Papilionoideae (Faboideae), Caesalpinioideae et Mimosoideae (Long-Ze et al ,2010)
dont la Papilionoideae est la plus importante en incluant plus des deux tiers des especes

Iégumineuses.
I.1. Systématique :

Classification: APG 11 (1998)
Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Angiospermae
Classe: Eudicotyledonae

Sous classe : Rosidae

Ordre: Eurosidae |

Sous ordre :Fabales

Famille: Fabaceae (Leguminosae)

Sous Famille : Faboideae, Mimosoideae, Caesalpinoideae (Long-Ze et al, 2010).

1.2. Description botanique des Fabaceae :

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 protéogéniques. Ces plantes sont souvent constituées de

nodules racinaires contenant des bactéries fixatrices d’azote (Rhizobium). La longueur des poils
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est variable et les feuilles sont généralement alternes. Les folioles sont parfois transformées en
vrilles.

Ces plantes sont constituées de renflements moteurs a la base de la feuille et des folioles bien
développées, produisant généralement des mouvements de veille et de sommeil. Les stipules sont
présentes, minuscules a foliacées, parfois transformées en épines (Spichiger et al 2002).

Les fleurs sont généralement hermaphrodites, les sépales sont au nombre de 5, libres ou soudés,
tous semblables, ou le pétale postérieur différent par la forme, la taille et la couleur, disposé
intérieurement ou extérieurement dans le bouton. Les étamines sont parfois nombreuses, mais
géneralement au nombre de 10. Les grains de pollen sont 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 supere, a placentation pariétale. Le fruit est

généralement une gousse, parfois une samare (Spichiger et al, 2002).
1.3. Répartition géographique des Fabaceae :

Les Fabaceae constituent la troisieme famille des angiospermes. Elles ont une distribution quasi
cosmopolite et se trouvent dans les zones tropicales, subtropicales ou tempérées (figure 01). Cette
famille s’accommode d’une trés large gamme d’habitats, et inclut autant de plantes herbacées,
aquatiques ou xérophytes, que des arbustes, des arbres ou des plantes grimpantes a lianes

volubiles ou a vrilles (Heywood, 1996).

Figure 01 : Répartition géographique des Fabaceae (Heywood, 1996).
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I.4. Importance de certaines Fabaceae :
1.4.1. Thérapeutique :

Beaucoup d’espéces de fabaceae ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en médecine
traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’espéces de trés grande
importance alimentaire et ayant des propriétés médicinales (Journet, 2001; Haieb et al 1999) :

e Trigonella foenum graecum (fenugrec) :
C’est une plante herbacée, de nom vernaculaire halba, originaire du Proche Orient largement
cultivée. Le fenugrec est utilisé dans le traitement des plaies, diarrhées, acné, déshydratation,
anémie, bronchite, rhumatismes, maux d'estomac, hypertension artérielle, constipation. Cette
plante est également consommée comme fortifiante par les femmes aprés l'accouchement. Les
graines ont des propriétés nutritives hypocholestérolémiants, elles sont traditionnellement
utilisées comme stimulant de I’appétit et pour la prise de poids (Mahmoudi, 1980).

e Arachis hypogaea L. (Arachide) :
L huile d’Arachide est utilisée comme solvant médicamenteux. Il a également des propriétés
vitaminiques P (action antihémorragique au niveau des capillaires) (Mahmoudi, 1980).

e Glycine soja Siebold et Zucc. :
C’est une espece de trés grande richesse en protides. Pour cette raison, la farine de Soja est un
élément diététique intéressant et entre dans la constitution de milieux de culture destinés a la
production d’antibiotiques. L huile de Soja d’une trés grande importance économique est utilisée

en thérapeutique pour 1’alimentation parentérale (Mahmoudi, 1980).

1.4.2. Economique :
L’importance économique de ces especes est notable :

e Les industries agroalimentaires sont, de grosses consommatrices. Comme pour le soja,
(Glycine max), qui est employé sous forme d’huile, 1écithine en tant qu’émulsifiant, concentre
protéiques et tourteaux. Ou encore 1’arachide, (Arachis hypogaea), sous forme d’huile et produits
dérives. Les légumineuses fourragéres, comme la luzerne, (Medicago sativa), les tourteaux de
soja ou d’arachide, sont utilisées dans 1’agriculture pour I'alimentation animale car elles sont une
source de protéines qui ne nécessite pas d'engrais azotés ( Bruneton ,2005 ; Reynaud ,2002) .

e Dans le domaine pharmaceutique, les baumes ont une utilisation trés restreinte : le baume
du Pérou (exsudats de Myroxylon balsamum) posséde des propriétés cicatrisantes mais du fait de
sa composition riche en dérives cinnamiques, il peut étre a I' origine de dermatites allergiques de

3
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contact. Les molécules actives extraites industriellement sont rares, ce sont beaucoup de produits
de synthese qui sont maintenant utilisés ( Bruneton ,2005 ; Reynaud ,2002) .

e Dans le domaine industriel, se développe I’utilisation de bois d’ccuvre comme le
palissandre (Dalbergia spp), ou encore de sources exploitables de tanins trouvées dans (1’ Acacia

mearnsii) et (Caesalpinia spp) ( Bruneton ,2005 ; Reynaud ,2002) .

1.5. Toxicité de certaines Fabaceae :

Un nombre non négligeable de fabaceae est toxique et il est important de noter que son ordre
comporte plus de 16000 espéces dangereuses. Aprés avoir cité quelques especes d’intérét
thérapeutique, il serait utile d’attirer 1’attention sur un certain nombre d’espéces dangereuses. Les
parties le plus souvent incriminées dans les empoisonnements sont les graines ou sont accumulés
les principes toxiques comme Tephrosia vogelii, Physostigma venenosum et le genre de
Coronilles (Mekkiou, 2005).

1.6. Le Genre Ononis :

Le genre Ononis appartient a la tribu des trifolieae qui constitue une des 31 tribus relevant de
la sous-famille Papilionoideae. Ce genre qui compte environ 75 espéces est largement distribué
dans la région méditerranéenne, les Tles Canaries, I'Europe et I'Asie centrale (Willis, 1973). En
Algérie, on rencontre principalement les especes suivantes (Quezel et Santa 1963).

v" 0. cenisia (L.) v' 0. antennata v' 0. crinita (Pomel.)
v 0. fruticosa (L.) (Pomel.) v' 0. avellana (Pomel.)
v" 0. spinosa (L.) v 0. pubescens (L.) v" 0. rosea (Dur.)
v 0. hispida (Desf.) v 0. viscosa (L.) v 0. villosissima
v 0. aragonensis v 0. incisa (Coss.) (Desf.)

(Asso.) v 0. laxiflora (Desf.) v' 0. serrata (Forsk.)
v" O. minutissima (L.) v" O. reclinata (L.) v' 0. hirta (Desf.)
v' O. pusilla (L.) v" 0. pendula (Desf.) v" O. mitissima (L.)
v' 0. serotina (Pomel.) v' 0. euphrasiaefolia v' 0. cephalantha
v' O. natrix (L.) (Desf.) (Pomel.)

v 0. ornithopodioides v 0. variegata (L.) v 0. diffusa (Ten.)

(L.) v" 0. alopecuroides v 0. cossoniana
v 0. biflora (Desf.) (L) (Boiss.)

v O.sicula (Guss.) v 0. alba (Poiret.)
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1.6.1. Description botanique:

Plantes vivaces ou ligneuses, annuelles comportant : Calice a tube glanduleux en dedans et a 5
divisions profondes et subégales. Etamines monadelphes, a anthéres toutes semblables ou 5
grandes et 5 petites. Ovaire poilu, Style subulé, genouillé et ascendant. Gousse sessile ou
subsessile, déhiscente, saillante ou incluse, de forme variable mais généralement renflée. Feuilles
trifoliolées en général (parfois unifoliolées ou multi-foliolées). Folioles denticulées et des fleurs

roses, blanches ou purpurines (Quezel et al,1962).

1.6.2. Systématique :

Régne: Plantae

Sous-Regne: Tracheobionta

Division :  Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre: Fabales

Famille: Fabacae (ILDIS, 2014)

1.6.3. Propriétés biologiques du genre Ononis :

La recherche bibliographique menée sur les espéces du genre Ononis montre qu’elles ont des
propriétés thérapeutiques intéressantes et sont utilisées en médecine traditionnelle pour guérir
diverses maladies tel que le traitement de I'ictére, les troubles des voies urinaires, I'herpés et les
maladies de la peau (Bellakhdar, 1997; Nawasrehet al, 2004; Talib et Mahasneh, 2010). Dans
ce qui suit,nous allons citer quelques exemples d’especes de grande importance pharmacologique:

¢ Ononis spinosa :

Cette plante est connue depuis longtemps pour son action diurétique. La racine est efficace contre
la goutte et diverses affections de I'appareil urinaire et prévient la formation de calculs rénaux et
biliaires (Iserin, 2001).

e Ononis natrix :

Les racines et les fleurs sous forme d'infusion, sont utilisées pour le traitement de certains

troubles de I'appareil urinaire (Bellakhdar, 1997).
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e Ononis hirta :
Les parties aériennes de la plante sont employées pour traiter les boutons de fiévre, I'herpes et le
cancer de la peau (Talib et Mahasneh, 2010).

e Ononis arvensis :
Ses parties aeriennes sont utilisées pour traiter les infections des voies urinaires et les maladies de
la peau (Al-Qudah et al 2014).
Les études pharmacologiques réalisées sur les extraits de plantes ou de composants appartenant
au genre Ononis ont montré diverses propriétés : antibactérienne et antimicrobienne ( Mahasneh
et EI-Oqlah, 1999; Elamrani et Benaissa, 2010), diurétique, analgésique et anti-inflammatoire
(Bolle et al 1993; Yilmaz, 2006), antioxydante (Al-Qudah et al 2014) et antiprolifératrice
(Talib et Mahasneh, 2010).

1.6.4. Travaux antérieurs réaliseés sur le genre Ononis :

Les investigations chimiques réalisées sur le genre Ononis ont mis en évidence la présence de
flavonoides et isoflavonoides (Barrero et al 1997; Wollenweber et al 2003; Nawasreh et al,
2004; Benedec et al 2012), de dérivés du résorcinol (Barrero et al 1989 ; Barrero et al 1997) et
de l'acide anthranilique (Barrero et al 1990 ; Barrero et al 1994) ) isocoumarines et
dihydroisocoumarines (Barrero et al, 1994), ptérocarpanes (Barrero et al 1998), stérols et

triterpenoides (Rowan, et Dean ,1972) de lactones aromatiques (Barrero,1989).

Dans ce qui suit (Tableau 1), nous allons citer quelques exemples de produits isolés a partir des

plantes relevant de ce genre.

Tableau 1: Exemples de produits isolés a partir des plantes du genre Ononis (Khouni, 2016).

La plante Les produits isolés Références
5-hydroxy-6,7,8,3',4'-pentaméthoxyflavone
5,7-dihydroxy-8,3',4'-triméthoxyflavone (San Feliciano
5,4'-dihydroxy-6,7-diméthoxyflavone (Cirsimaritine) etal, 1990 ;
5,7-dihydroxy-6,8,3',4'-tétraméthoxyflavone (Hyménoxine) Cariedo et al,
5,4'-dihydroxy-7-méthoxyflavone (Genkwanine) 1997).

5,3'-dihydroxy-6,7,8,4'-tétraméthoxyflavone
5,4'-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone (Xanthomicrol)
5,7,4'-trihydroxy-6-méthoxyflavone (Hispiduline)
1-0O-méthyl-5-(2-acétoxy-8-oxotridecyl) résorcinol
1-O-methyl-5-(2-acétoxy-8-hydroxytridecyl) résorcinol
Ononis natrix 1-O-méthyl-5-(2-hydroxy-8-oxotridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2-8-dihydroxytridecyl) résorcinol
5-(2-acétoxy-8-oxotridecyl) résorcinol
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5-(2-acétoxy-8-hydroxytridecyl) résorcinol
5-(2-hydroxy-8-oxotridecyl) résorcinol
5-(2,8-dihydroxytridecyl) résorcinol
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-undecyl-3,4-dihydroisocoumarine
(3R)-6,8-dihydroxy-3-undecyl-3,4-dihydroisocoumarine
(3R)-6,8-dihydroxy-3-(6-oxoundecyl)-3,4-dihydroisocoumarine
(3R)-6,8-dihydroxy-3-(6-hydroxyundecyl)-3,4-
dihydroisocoumarine
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-oxoundecyl)-3,4-
dihydroisocoumarine
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-hydroxyundecyl)-3,4-
dihydroisocoumarine

acide N-arachidylanthranilique

acide N-p-hydroxyarachidylanthranilique

1-O-méthyl-5-(13-hydroxytridecyl) résorcinol (Barrero et al,
5-(2,13-dihydroxytridecyl) résorcinol 1994).
1-O-méthyl-5-(2-acétoxy-13-hydroxytridecyl) résorcinol (Barrero et al,
1-O-méthyl-5-(10-hydroxytridecy1) résorcinol 1998).

5-(2-acétoxytrideyl) résorcinol

5-(2-hydroxy-8-oxotridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2,8-dihydroxytridecyl) résorcinol

acide 2,4-dihydroxy-6-(2-oxotridecyl) benzoique

acide 2,4-dihydroxy-6-(2-acétoxytridecyl) benzoique
acide2,4-dihydroxy-6-(13-hydroxy-2-acétoxytridecyl) benzoique
acide2-hydroxy-4-méthoxy-6-(13-hydroxy-2-oxotridecyl)
benzoique
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-undecyl-3,4,dihydroisocoumarine
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(11-hydroxyundecyl)-3,4-

Ononis dihydroisocoumarine
viscosa subsp. (3S)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(7-oxoundecyl)-3,4-
breviflora dihydroisocoumarine

(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-hydroxy-5-oxoundecyl)-3,4-
dihydroisocoumarine
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-hydroxy-5-oxotridecyl)-3,4-
dihydroisocoumarine

11b-hydroxy-11b, 1-dihydromédicarpine

11b-hydroxy-11b, 1-dihydromaakiaine

médicarpine

maakiaine

acide N 13'-docosénoylanthranilique

Spécionine (Barrero et al,
spécionine 5-O-B-D-glucopyranoside 1989a ;
spécionine 9-O-B-D-glucopyranoside Barrero et al,
5-(pentadec-8Z-ényl) résorcinol (Cardol monoéne) 1989b)
Ononis 5-(10-acétoxy-pentadec-8Z-ényl) résorcinol
speciosa acide 2,4-dihydroxy-6-(pentadec-8Z-ényl) benzoique

acide2,4-dihydroxy-6-(10-acétoxy-pentadec-8Z-ényl) benzoique
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2-(p-hydroxyphénoxy)-6-meéthoxy-5,7-dihydroxy-chromone (Amer et al,
Ononis (Capillarisine) 2004)
serrata 2-(p-hydroxyphénoxy)-5,7-dihydroxy-chromone(6-
Déméthoxycapillarisine)
Ononis 3,4-di-O-p -D-glucopyranosyl-4-hydroxymedicarpine (Shaker et al,
vaginalis 3-0-[2-0-(E)-p-coumaroyl-B-D-galactopyranosyl]-7-O-B-D- 2004)
glucopyranosylkaempférol
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B- (Shaker et al,
Ononis spinosa | Dglucuronopyranosyl]- 3B ,22a-dihydroxyoléane-13-éne-11-one 2004 ; Benedec
et al, 2012)
5-hydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone (alnétine)
5-hydroxy-6,7-diméthoxyflavone (6,7-di-O-methylbaicaleine) (Bouheroum et
Ononis 5,6-dihydroxy-7-méthoxyflavone (neglétéine) al, 2009 ;
angustissima 5,7-dihydroxyflavone (chrysine) Mezrag et al,
2'.4'-dihydroxychalcone 2013)

2'-hydroxychalcone
6-hydroxy-4'-méthoxyaurone

1.7. L’espéce Ononis Alba Poir :

1.7.1. Description botanique:

On peut la trouver sous différents aspects :

-Plante trés visqueuse, stipules plus ou moins semi-circulaire assez commun, particulierement

répandu dans le Tell algéro-contantantinois : Ssp. Monophylla (Desf.) Murb.

-Plante peu visqueuse, stipules ovales lancéolées assez rare, rarissime Tell constantinois : Ssp.

Poiretinana Maire.

-Inflorescences en grosses grappes terminales tres denses, larges de 3-6 cm

-Inflorescences a fleurs plus ou moins dispersées sur la tige ou en grappes terminales laches de

moins de 2,5 cm de diamétre.

-Fleurs blanches, Fleurs nettement roses ou blanc-rosé, de 17-20 mm longuement dépassées par

les feuilles florales trifoliolées et a folioles lancéolés.

-Plante verte, a sépales et pétioles longuement ciliés. Bractées florales laciniées, scarieuses.
(Quezel et al, 1962b).
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Figure 02: La plante Ononis Alba Poir (Encyclopedie botanique collaborative, 2018)

1.7.2. Systématique :

Régne: Plantae

Phylum: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordre: Fabales

Famille: Fabaceae

Genre:  Ononis L.

Espéce : Ononis Alba Poir (ILDIS, 2014)

1.7.3. Position géographique de la plante Ononis Alba Poir :

Parmi la large gamme des Iégumineuses les plus connues et les plus consommeées, une place

particuliére peut étre accordée a I’espece Ononis Alba Poir.

Cette espéce est présente dans les régions de climat méditerranéen telles que le nord de I’ Algérie
comme Bejaia. Elle est également et largement distribuée au Maroc, Tunisie et en Italie (ILDIS,
2011). La distribution géographique de cette plante est présentée dans la figure 03.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Climat_m%C3%A9diterran%C3%A9en
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&

Figure 03: Distribution géographique de la plante Ononis Alba Poir (ILDIS, 2011).
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CHAPITRE I

METABOLITES SECONDAIRES ET
ACTIVITES BIOLOGIQUES



I. Les métabolites secondaires :

Les plantes produisent un grand nombre de composés pour lesquels on ne sait pas toujours le

role qu’ils jouent pour la plante. Ces composés ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultants de réactions chimiques ultérieures, on les appelle donc métabolites
secondaires (Chalandre, 2000).
Beaucoup de métabolites secondaires sont aussi important pour notre alimentation (godt,
couleur..) et d’autres parmi eux les alcaloides, et les flavonoides, ont une application
commerciale dans les domaines pharmaceutique et biomédicaux et font partie des drogues,
colorants, arémes, parfums et insecticides. Cette appréciation croissante des effets biologiques
hautement diversifiés de ces produits naturels a permis une ré-évaluation des réles joués par ces
composés chez les végétaux, surtout dans le contexte des interactions écologiques (Croteau et al
2000).

I.1. Les composés phénoliques :
1.1.1. Généralité et structure :

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phyto-micronutriments synthétisés par les
végétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. lls participent a la défense des
plantes contre les agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement répandues dans le regne végétal
étant trouvé dans tous les fruits et les Iégumes. Ces composés sont présents dans toutes les parties
des plantes mais avec une répartition quantitative qui varient entre les différents tissus. Plus de
8000 structures ont été identifiees (Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011), allant de simples
molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les
tanins (Dai et Mumper, 2010).

IIs sont synthétisés par I’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de défense face a
différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiére,
rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols contribuent a la qualité
organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence, ardme, amertume) (Visioli
et al, 2000).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement lie au moins un groupe hydroxyle (Figure 04), libre ou engagé dans une autre

fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1999). IIs sont communément subdivisés en acides
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phénoliques (dérivés de I’acide benzoique ou dérivés de I’acide cinnamique), coumarines,

stilbénes, flavonoides, lignanes, lignines, tanins (Cheynier, 2005) .

HO
HO OH OH

Hydroquinone (Busserole) Acide parahydroxybenzoique

Figure 04: Structure générale des polyphénols (Bruneton, 1999).

1.1.2. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux
catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes (Clifford,
1999; D’Archivio et al 2007).

1.1.2.1. Polyphénols simples :
1.1.2.1.1. Acides phénoliques :

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette
dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique ou acide hydroxybenzoique (Ce-

C,) et cinnamique ou I’acide hydroxycinnamique (Cs-C3) (Bruneton, 2008). (Figure 05).

o Deérivés de l’acide benzoique

Ces acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a I’état
d’esters ou hétérosides (Skerget et al, 2005 ; Bruneton, 2008).
Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments, notamment les épices, les fraises,
certains fruits rouges et l'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre plusieurs

dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais (Manach et al, 2004) (Figure 05).
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o Deérivés de l’acide cinnamique :

Ces composes ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
(Skerget et al, 2005). et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (O-
acylglucosides, O-arylglucosides) ou des polyols tels que ’acide quinique (Bruneton, 2008)
(Figure 05).

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de hombreux
végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. 1l représente 75 a
100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des fruits, principalement
sous forme d'ester de l'acide quinique (acide chlorogénique) (Manach et al, 2004). L'acide
chlorogénique est présent en tres forte concentration dans les pommes (430 mg/kg) (Podsedek et

al, 2000) et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg (Manach et al 2004).

e Phénols simples :
Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutot rares dans la nature a 1’exception de
I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les deux phénols
hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois ont été montré pour sa

toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

R3 COOH

R4

(A) (B)

Figure 05 : Structures chimiques (A) des acides hydroxybenzoiques, (B) des acides
hydroxycinnamiques (Han et al, 2007; Bruneton, 2008 ; Chira, 2008).
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1.1.2.1.2. Les flavonoides:

Les flavonoides constituent le groupe le plus étudié de polyphénols. Ce groupe a une structure
basique commune consistant a un squelette de base a quinze atomes de carbone, constitués de
deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane (Pandey et Rizv, 2009) (Figure
06).

Ce sont les composes les plus abondants parmi tous les composés phenoliques. Ils interviennent
dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les

herbivores et les attaques microbiennes (Crozier, 2003).

~

o,

Figure 06: Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

1.1.2.1.2.1. Différentes classes de flavonoides :

Il existe plusieurs classes de flavonoides (voir figure 07), dont les principales sont :
° Flavanones : Sont caractérisés par 1’absence de la double liaison entre C; et Cs et par la
présence d’un centre de chiralité en C, (Bruneton, 2008; Chira, 2008). Les agrumes constituent
la principale source alimentaire de flavanones (Manach et al, 2004).
. Flavanols : Ils se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison entre C,-Cs. Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme
d’hétérosides (Crozier, 2003). Leurs principaux représentants sont la quercétine, le kaempférol et
la rutine. Les sources les plus riches sont les oignons (350-1200mg/kg de matiere fraiche), le
poireau, le chou et les baies telles que le cassis (115 mg/kg ) de matiere fraiche (Hertog et al
1992 ; Manach 1998) .
o Flavan-3ols : Les flavan-3-ols ou dérives de catéchine sont la catégorie de flavonoides la

plus complexe. Ces Composes vont de simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (-)-
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épicatéchine, jusqu’aux oligoméres et polyméres, les proanthocyanidines. De plus, ils peuvent
étre estérifiés par ’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines (épicatéchine
gallate) (Chira, 2008). Les catéchines sont présentes dans le chocolat (jusqu'a 132,4 mg/kg de
matiere fraiche de chocolat noir), le thé (jusqu'a 120 mg du thé noir de Chine) et dans les fruits
comme 1’abricot (Arts et al, 2000; Arts et al, 2000).

o Anthocyanidines : Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides
stables et hydrosolubles, rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou
faiblement alcalin (KoSir, 2004). Les composes les plus courants sont la pélargonidine, la
cyanidine et la malvidine (Ribeiro, 1999 ; Vitrac et al , 2005). De nombreux glucosides de
cyanidine et deux dérives de pélargonidine ont aussi été caractérises dans I'oignon rouge ( Fossen
et al ,1996).

Catechines Anthocyanidines

Figure 07 : Structure chimique de quelques flavonoides (Bouchouka, 2016).
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1.1.2.2. Polyphénols complexes :
1.1.2.2.1. Tanins :

Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols. Historiquement, le terme «
tanin » regroupe des composés poly-phénoliques caractérisés par leurs propriétés de combinaison
aux protéines (Paris et Hurabeillen, 2008), d’ou leur capacité a tanner le cuir.

On les trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte,
café, cacao...).

Ces tanins 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 I’auto-oxydation des lipides (Cavin, 1999).

Sur le plan structurel, les tanins sont formés d'unités répétitives monomériques qui varient par
leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation (Hemingway, 1992). Cette structure divise les
tanins en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés (Figure 08) (Linden et Lorient,
1994).

o Tanins hydrolysables : Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit
I’acide gallique dans le cas des gallotanins soit ’acide ellagique dans le cas des tanins
classiqguement dénommeés ellagitanins (Bruneton, 1993; Cowan, 1999). Ces substances sont
facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Ribéreau-Gayon, 1968).

o Tanins condensés (TC): Les tanins condensés ou les proanthocyanidines se différent

fondamentalement des tanins hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leur molécule
et leur structure est voisine de celle des flavonoides.
Il s’agit des polymeres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone- carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les
groupes végetaux, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton, 1999 ; Bruyne et al, 1999 ;
O’Connell et Fox 2001).
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Figure 08: Structure chimique (A) Tanin condensé (proanthocyanidine), (B)
Tanin hydrolysable (gallotanin) (Derbel et Ghedira, 2005).

1.1.3. Localisation des polyphénols dans les plantes et intérét :

Les cellules végétales répondent au stimulus environnemental en synthétisant les métabolites
secondaires qui peuvent les protéger contre les agents de I’agression. Lorsque la plante soumise a
des blessures mécaniques, des composés phénoliques et phénols simples sont synthétisés et
I’activité peroxydasique caractéristique des tissus en voie de lignification est stimulée. Ces
réactions aboutissent a la formation au niveau de la blessure d’un tissu cicatriciel résistant aux
infections (Fleurit et Macheix, 1997).

A Téchelle cellulaire, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués, avec
des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur
toxicité pour la cellule.

Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés aux structures
pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes
impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum
endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons (Benard, 2009).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur r6le dans la plante et peut étre
trés caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par
exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme. Au

niveau de la plante entiére, il faut noter que certains composés ne sont accumulés que dans des
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organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés phénoliques interviennent au
niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la qualité organoleptique de la
chair, notamment pour 1’amertume ou I’astringence (Bénard, 2009).

Les composes phénoliques jouent un réle important dans le métabolisme de la plante mais aussi
peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV). Toutes les
catégories de composés phénoliques sont impliquées dans les mécanismes de résistance (Dicko et
al, 2006). lls assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre végétaux et

animaux (Robert et Catesson, 2000).

1.1.4. Propriétés des composés phénoliques :

Les anciens travaux (Alibert et al, 1977) ont montré que les phénols seraient associés a de
nouveaux processus physiologiques: croissance, différenciation, organogénese, floraison et
tubérisation.

Les flavonoides et d’autres polyphénols sont partiellement responsables des qualités sensorielles
et alimentaires des végétaux. L’astringence et I’amertume des nourritures et des besoins
dépendent de la teneur en polyphénols ( Lugasi et al, 2003).

L’astringence est due au tanin catéchétique qui précipitent les protéines salivaires, entrainant avec
elles de nombreuses molécules d’eau qui lubrifiaient alors la muqueuse buccale. les tanins sont a
I’origine de la sensation d’astringence des fruits non murs, les flavanes sont responsables a
I’amertume des citrus et peuvent donner naissance, par transformation chimique, a des di-
hydrochalcones a saveur sucré (Dubois et al, 1977).

Certaines hypotheéses suggérent que 1’investissement métabolique pour la synthése des tanins,
nécessaires en quantité relativement importante pour exercer des effets toxiques significatifs,
serait plus important que celui nécessaire aux systemes de défense allélo-chimique basés sur la
production de petites quantités de toxines tres actives, comme les alcaloides (Lebreton, 1982).
Les pigments responsables de la coloration des fleurs, issus des flavonoides, représentent des
signaux visuels qui attirent des animaux pollinisateurs. La plupart de ces pigments sont des
anthocyanes, des aurones et des chalcones. D’autres polyphénols incolores tels que les flavanols
et flavanones interagissent avec les anthocyanes pour altérer par co-pigmentation de la couleur
des fleurs et des fruits (Brouillard et al, 1977).
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I1. Activités biologiques des composés phénoliques :

Les activités biologiques des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
l'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les scientifiques
commencent a s'y intéresser. Ces propriétés sont dues essentiellement & la fraction d'huile
essentielle et aux composés phénoliques contenues dans les plantes.

L'activité antioxydante, une des activités les plus intéressantes et les plus recherchée dans les
extraits de plantes, a constitué la base de nombreuses applications incluant les procédés de
conservation des aliments et les thérapies naturelles.

Pour ces raisons, I'étude des activités biologiques des substances issues des plantes en vue de

leurs applications a I’alimentation ou la santé humaine demeure une tache intéressante et utile.

IL.1. L activité antioxydante :

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’année une attention et un engouement
considérable et plusieurs de leurs propriétés biologiques font 1’objet de nombreuses études non
exhaustives (Manach et al, 2004 ; Djeridane et al, 2005). Une des raisons primordiales est la
reconnaissance de leur propriété antioxydante, ainsi qu’a leur implication dans la prévention de
diverses pathologies associées au stress oxydatif (Akagawa et Suyama, 2001). Ils ont une valeur
commerciale tres importante surtout dans le domaine agroalimentaire et pharmaceutique en tant
que puissants antioxydants naturels (Mompon et al, 1998) particulierement les flavonoides qui
sont des piégeurs efficaces de radicaux libres les plus prooxydants (Meddleton et al, 2000).

Leur intervention se fait assez souvent a plusieurs niveaux : piégeages de radicaux libres (Saint-
Cricq de Gaulejac et al, 1999), chélation de métaux pro-oxydants par les groupements

hydroxyles, et par inhibition de certains enzymes (Pulido et al, 2000).

I1.2. Activité antimicrobienne :

L’intérét pour ’utilisation des plantes dans des domaines non alimentaires, est de plus en plus
affirmé apres avoir découvrir leurs vertus thérapeutiques, et le fait que les antibiotiques
traditionnels sont devenus inopérants (Hernandez et al, 2004 ; Zampini et al, 2005) a ouvert
une porte a de nouveaux débouchés et axes de recherche sur des antimicrobiens et d'autres

remedes dérivants des plantes (Papadopoulou et al, 2004 ; EI- Fatimi et al, 2007).

19



La capacité d’une espece végétale a résister a 1’attaque des insectes et des microorganismes, est
souvent correlée avec leur teneur en métabolites secondaires tels les polyphénols (Bahorun,
1997).

Plusieurs études épidémiologiques et cliniques attestent le role incontestable des composés
phénoliques dans I’inhibition d’innombrables bactéries pathogénes voir méme toxiques,
fongicides et antibiotiques (Mompon et al, 1998 ; Drewnowski et Gomez-Carneros, 2000). Ces
métabolites secondaires peuvent conduire a la diminution de 1’activité enzymatique ainsi qu’a la
croissance microbienne (Karou et al, 2004).

L’étude de certaines activités biologiques des polyphénols (Choi et al, 2006) signalent que les
composés phénoliques sont méme capables a neutraliser des toxines bactériennes grace a
plusieurs travaux entrepris ces derniéres années.

-D’aprés Cowan (1999) les acides cafeique et cinnamique sont tres efficients contre les virus, les
bactéries et les champignons.

-Les propriétés antibactériennes des flavonoides vis-a-vis de différentes souches bactériennes ont
été mises en évidence (Miller et al, 1995 ; Pupponen-Pimia et al, 2001) ils atténuent le pouvoir
infectieux ou affectent la réplication intracellulaire de plusieurs virus tels que le virus respiratoire
syncytial (VRS), I’herpés simplex virus (HSV) et les adénovirus (Middleton et al, 2000).

-Quant aux tanins plusieurs travaux ont démontré leurs toxicités vis a vis des champignons
filamenteux, levures et bactéries et certains d’entre eux sont méme capables d’inhiber la

réplication de quelques virus (Henis et al, 1964 ; Scalbert, 1991).

11.3. Action sur les enzymes :

Les composés phénoliques sont capables d’affecter et d’inhiber le systéme enzymatique de
nombreux enzymes (Middleton et al, 2000). Ils sont considérés comme des inhibiteurs
enzymatiques a 1’égard de nombreux biocatalyseurs (Cowan, 1999). llIs sont capables de se
complexer avec les protéines et par voie de conséquence bloquer les sites actifs des enzymes en
inhibant ainsi leur activité (Haslem, 1998 ; Huang et al, 2004).

Tout comme les tanins condensés, les tanins hydrolysables ont la capacité de se complexer avec
les protéines. Ce processus peut inhiber et/ou immobiliser les enzymes microbiennes (Maie et al,
2003).

En effet, les flavonoides peuvent agir sur ’activité de la xanthine oxydase, une source biologique

importante du radical superoxyde, et par conséquent régresser la maladie de la goutte en réduisant
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a la fois les concentrations en acide urique et celles du radical superoxyde dans les tissus humains
(Hansaki, 1994).

D’autres études ont montré que les polyphénols sont capables a inactiver I’histidine
décarboxylase, 1’aldose réductase, la NADPH oxydase, la protéine kinase C, des enzymes de
I’inflammation telles que la cyclo-oxygénase, la lipo-oxygénase, et la phospholipase A;
(Middleton et al, 2000 ; Derbel et Ghedira, 2005).
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Chapitre 111: Materiel et Méthodes
I. Objectif du travail :

L’espéce choisie est une plante qui n’a pas fait I’objet d’étude phytochimique et de dépistage
d’activités biologiques précédente. La plante est nommée Ononis Alba Poir, récoltée de la
commune de Chemini de la wilaya de Bejaia.

Ce travail a pour but de rechercher de mettre en évidence les activités biologiques présentes dans
cette espéce en vue de valoriser la richesse végétale de I’Algérie en plantes médicinales
endémiques.

La présente etude a été effectuée au niveau du Centre de recherche en Biotechnologie (CRBt) de
Constantine pendant un stage qui a duré environ trois mois (Mars-Mai) répartis entre les

différents laboratoires de recherche.

I1. Matériel et méthode:
11.1. Matériel végétal:

Les parties aériennes de la plante ont été récoltées au mois de juin 2018 pendant la période de
floraison. La récolte de la plante a été effectuée trés soigneusement de maniére a ne pas détériorer
les éléments organiques et minéraux présents. L’identification a été confirmée par le botanicien,

en I’occurrence Mr Khellaf Rebbas du département de biologie de I’Université¢ de M’Sila.
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Figure 09 : Parties aériennes de la plante Ononis Alba Poir.

11.2. Préparation de la poudre vegétale :

La plante utilisées dans cette étude a subi un nettoyage et lavage a I’cau distillée pour éliminer
toutes traces d’impuretés, puis séchée a 1’air libre pendant 5 jours, ensuite broyée a 1’aide d’un

broyeur électriqgue (MICROTRON MB 800 B Wiley mill) afin de pouvoir récupérer une poudre
22



Chapitre I11: Materiel et Méthodes
fine et homogéne. La poudre obtenue (70g) a été ensuite conservée dans des récipients et stockée

a I’abri de la lumiere jusqu’a utilisation.
11.3. Etude phytochimique:
11.3.1. Détermination de la de la Matiere séche:

La méthode utilisée est la méthode de dessiccation par évaporation (Audigie et al, 1978). On a
procédé a une dessiccation d’un échantillon de 1g a la température de 105°C dans une étuve
ventilée (MEMMERT) jusqu'a poids constant. La teneur en eau est définie comme la perte de

masse et calculée, dans les conditions expérimentales, selon la formule suivante :

Teneur en eau (H%) = ((Mi-Mf)/ P)*100
Ou:
H% : Teneur en eau ou humidité.
Mi : Masse initiale (avant dessiccation).
Mf : Masse finale (aprés dessiccation).

P : Masse de la prise d’essai.

La teneur en matiére séche est calculée comme suit :

Matiere séche (MS%) = 100 - H%

11.3.2. Détermination de la matiere organique et minérale:

La méthode utilisée est la méthode de minéralisation par calcination (Laurent, 1991). Elle
consiste a un passage au four a moufle (THERMO-SCIENTIFIC -THERMOLYNE) de 1 ¢
d’échantillon broyé dans une capsule tarée a une température de 550°C, jusqu'a destruction totale
de toute particule charbonneuse (couleur grise claire ou blanchatre) pendant 8 heures. La perte de
poids, aprés calcination, représente la matiere organique. Cette teneur est calculée par la formule
suivante :

Teneur en matiere organique (MO%) = ((Mi-Mf)/ P)*100
Ou:
MO% : Teneur en matiere organique.
Mi : Masse initiale (avant calcination).
Mf : Masse finale (aprés calcination).

P : Masse de la prise d’essai.
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Le taux des cendres est calculé selon la relation suivante :

Taux de cendres (C%) = 100 - MO%

11.3.3. Détermination de la matiére grasse :

La détermination de la teneur en matiére grasse a été faite par Soxhlet (SOXTEC ™ 2043)
suivant la méthode (méthode officielle AOAC (1997)). Une quantité de 1 g de 1’échantillon est
placée dans une cartouche de cellulose préalablement tarée qui est ensuite placée dans un
extracteur. Un volume de 25 ml d’hexane est mis dans des creusets préalablement tarés.
L’extraction faite par ébullition du solvant et condensation de ses vapeurs par un réfrigérant, a
duré environ 1 heures, et I’hexane est récupéré dans le rotavapeur. Les résidus de solvant ont été
¢liminés complétement par séchage a I’étuve. Ensuite, les creusets sont refroidis dans un

dessiccateur et pesés de nouveau. La teneur en matiére grasse est calculé par :
MG(%) = (P2-P1)* 100/Pg

Py : Prise d’essai de 1I’échantillon.
P : poids du ballon a vide.

P, : poids du ballon contenant I’extrait gras.

11.3.4. Détermination des matieres azotées totales :

La matiére azotée de 1’Ononis a été déterminée en utilisant 1’appareil de Kjeldahl (FOSS
TECATOR ™ DIGESTORAUTO) Le dosage de 1’azote débute par une étape de minéralisation
qui consiste a introduire dans un matras (fiole) 1 g de poudre de la plante avec 0.2 g de sulfate de
cuivre comme catalyseur. Ensuite un volume de 10 ml d’acide sulfurique concentré (95-97%) est
ajouté. Aprés 15 mn, le mélange est placé dans un minéralisateur a une température de 420°C
jusqu’a avoir une solution limpide. Ensuite, 50 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 35% et 50
ml d’eau distillée sont ajoutés au mélange apres refroidissement du minéralisat.

Une étape de distillation est réalisée dans un distillateur semi-automatique (BUCHI/Distillation
Unit K-355) ou le dégagement d’ammoniac est récupéré dans une fiole de 100 ml contenant 25
ml d’acide borique a 4 % et I’indicateur de Tashiro (indicateur coloré obtenu en mélangeant 0.2
g de rouge de méthyle avec 0.1 g de bleu de méthyléne dans 100 ml d’éthanol a 95%). L’exces

d’ammoniac est alors neutralisé par 1’acide sulfurique 0.05 N.
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Le blanc est réalisé dans les mémes conditions expérimentales. La teneur en azote total est

déterminée par la formule suivante :
Azote(%) = (T-B)*14*N*100/P
T : Volume de I’acide sulfurique lu aprés titrage de 1’échantillon (ml).

B : Volume de I’acide sulfurique dépensé pour le titrage du blanc (ml).
N : Normalité de 1’acide sulfurique utilisé pour le dosage.

P : Poids de I’échantillon en mg.

I1.4. Préparation des extraits :
Les feuilles et les fleurs de la plante ont fait 1’objet de cette partie d’étude. La préparation des
extraits est procédée par une phase de macération suivie d’une séparation des différentes

fractions.

11.4.1. Macération : ’extraction solide-liquide (ESL) :

L’extrait brut est préparé par la technique de macération (Falleh et al, 2008) en couvrant une
quantité bien définie (70g) de la poudre végétale seche avec systéeme de solvant (MeOH/ H,0,
70/30, viv) répété trois fois pendant 72 h avec renouvellement du solvant chaque 24 heures. Les
extraits ainsi obtenus sont ensuite combinés, filtrés puis concentrés sous pression réduite a 40°C

par un évaporateur rotatif (Rotavapor R-215.BUCHI, Switzerland).

11.4.2. Séparation : par la technique liquide-liquide (ELL) :

D’une maniére générale, I’extraction liquide- liquide est une technique qui permet la séparation
de deux ou plusieurs constituants en tirant profit des différences de leur distribution dans deux
liquides pratiquement non miscibles (Outil, 2015). Elle consiste a transférer un composé d’une
phase aqueuse a une phase organique ou inversement (Messikh, 2008).

L’extrait brut issus de 1’étape précédente est totalement dissous dans 150 ml de I’eau distillée
(1/3, viv) en utilisant un sonicateur (Ultrasonic GRANT). La solution aqueuse ainsi obtenue a
subit une série des séparations par des solvants de polarité croissante, le dichlorométhane,
I’acétate d’éthyle et le n-butanol. La séparation des phases est obtenue par décantation
gravimétrique sur la base du coefficient du partage de chaque soluté. Les trois fractions
organiques récupérées sont, par la suite, concentrées sous pression réduite a 40°C dans un
rotavapeur (Rotavapor R. 215. BUCHI, Switzerland), séchées a I’air libre puis conservées pour

les analyses quantitatives.
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Figure 10 : Protocole d’extraction.
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I1.5. Analyse quantitative :
11.5.1. Dosages des polyphénols totaux :

L’évaluation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux des extraits
(dichlorométhane, acétate d’éthyle et celui butanolique) de 1’Ononis Alba Poir a été faite par la
méthode colorimétrique, en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965).
L’extrait est préparé par dissolution de 1 mg d’extrait dans un volume de 1 ml d’eau distillée ou
du méthanol. Dans un tube eppendorf, 20 ul de chaque extrait préparé est introduit avec 100 ul de
la solution de Folin Ciocalteu diluée de 10 fois. Apres 3 min, 75 ul d’une solution de Na,CO3
(7.5 %) est rajoutée avec agitation. L'ensemble est incubé a 1’obscurité a une température
ambiante pendant 2 heures.

La lecture est effectuée contre un blanc sans extrait a 760 nm. Les résultats sont repris trois fois et
comparés a une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique comme étalon dans les mémes
conditions expérimentales (voir annexe 1).
La concentration des polyphénols a été déterminée par la formule suivante (Singleton et al,
1999) :

T=C x (V x D/Ps)

T : Teneur en phénols totaux.

C : Concentration des polyphénols en équivalent d’acide gallique déduit de la courbe.
V : Volume de ’extrait.

D : Facteur de dilution.

Ps : Poids de la matiéere seche.

11.5.2. Dosages des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode de Topgu et ses collaborateurs (2007)
basée sur la formation d’un complexe entre Al™ et les flavonoides qui forment des complexes
jaunatres par chélation des métaux (Aluminium) (Ribereau-Gayon, 1968).

L’extrait est préparé par dissolution de 1 mg d’extrait dans un volume de 1 ml du méthanol .
Dans un tube eppendorf, 50 ul de chacun des extraits sont mélangés, sous agitation modérée,
avec 130 pl méthanol, 10 pl de la solution d’acétate de potassium (1M), 10 pl de la solution
d’Al(NOs) 3.9H,0 (10% dans de I’eau distillée). Apres 40 min d’incubation, 1’absorbance est lue
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a 415 nm. Les résultats en triplicata sont obtenus en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée

avec de la quercétine comme étalon dans les mémes conditions expérimentales (annexe 1).

11.5.3. Dosages des tanins condenses :

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide. La
vanilline réagit avec les flavan3-ols libres et les unités terminales des proanthocyanidines
donnant une coloration rouge dont I’intensité est proportionnelle aux taux de flavanols présents
dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption a 500 nm de longueur d’onde (Price et
al, 1978).

Dans une fiole jaugée, 1 ml de I’échantillon, préparé dans le méthanol, est mélangé avec 5ml du
réactif d’analyse (2,5 ml de la solution de vanilline a 1% mélangée a 2,5 ml de la solution du HCI
a 8%. Aprés 1 min d’agitation, 5ml de la solution HCI a 4% est ajoutée. L’erlenmeyer est ensuite
introduit au bain marie a 30°C et laissé pendant 20 min d’incubation. La lecture des absorbances
est faite a 500 nm (Hagerman, 2002).

Les résultats obtenus sont comparés a 1’équation issue de la courbe d’étalonnage faite avec de la

catéchine (annexe 1).

11.5.4. Dosages des sucres totaux :

Le dosage des sucres totaux est effectué par la méthode du phénol / acide sulfurique (Dubois et
al, 1956). Le principe du dosage se base sur la condensation des produits de déshydratation des
oses avec un chromogéne qui est le phénol.

Dans un tube eppendorf, on introduit 200 ul de chaque extrait, 200 pl de la solution de phénol
(5%). 1 ml d'acide sulfurique a 95% sont ajoutés a l'aide d'une pipette graduée. Les tubes sont
soigneusement agités et maintenues dans I’étuve pendant Smnt a 100°C. Apres séjour de 30 mn a
I'obscurité, les mesures d'absorbance sont effectuées a 490 nm.

Les résultats obtenus sont comparés a 1’équation issue de la courbe d’étalonnage faite avec de le

glucose (annexe 1).
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11.6. Evaluation des différentes activités biologiques :
11.6.1. Activité antioxydante :

11.6.1.1. Test du piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la méthode du radical libre
DPPH (Blois, 1958). En présence des piégeurs de radicaux libres, le 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur jaune
(Maataoui et al, 2006).

Pour chaque échantillon, 40 ul d’extrait dilué dans du méthanol est ajouté a 160 ul de solution
de 0,4 mM de DPPH. L’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 517 nm apres 30 min
d’incubation a I’obscurité. Le blanc est préparé en remplagant 1’extrait par le MeOH.

Le BHA et le BHT et I’a-tocophérol ont été utilisés comme normes antioxydantes, pour la
comparaison de I'activité avec les extraits utilisés.

-Calcul du pourcentage de l'inhibition 1% :

La faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité de piégeage des
radicaux libres supérieure. Le pourcentage de l'inhibition du radical DPPH est déterminé par la
formule de Miliauskas et al (2004).

%INH= [(Absorbance du blanc- absorbance de I'échantillon) /Absorbance du blanc] x100.

-Calcul de la concentration IC50 :

La valeur IC 50 est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
I'activité de DPPH. Elle est calculée graphiquement pour chaque extrait par analyse de régression
linéaire (Merouane et al, 2014; Shang et al, 2018).

11.6.1.2. Test de réduction du cuivre (CUPRAC):

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée aussi par la méthode de CUPRAC
(Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) décrite par Apak et al., 2004, elle est basée sur la
suivie de la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc), cuivre (Cu2+)
[Nc2 — Cu2+]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine est
réduit et cette réaction est quantifié spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450 nm

(Apak et al., 2004).

29



Chapitre I11: Materiel et Méthodes

Pour chaque échantillon végetal et pour chaque concentration, 40 pl extrait dans du méthanol est
additionné a 60 ul de solution de 1 M de tampon d’acétate dans (pH = 7,0) et 50 ul de solution
méthanolique de 7,5 mM de Neocuprine ; 50 ul de solution de 10 mM de chlorure de cuivre
Cu(II) ont été ajouté par la suite. L’absorbance est mesuré au spectrophotomeétre apres 1 heures a
I’obscurité a température ambiante : a la longueur d’onde de 450 nm. Le contréle négatif (blanc)
a été préparé en remplacant I’extrait par le MeOH. Le BHAD et le BHTD ont été utilisés comme
normes anti-oxydantes, pour la comparaison de l'activité avec les extraits utilisés. Les résultats
ont été calculés a titre de A0.5 (ug / ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50
d’absorbance.
11.6.2. Activités enzymatiques :
11.6.2.1. Activité inhibitrice de I’a. amylase:

L’activité inhibitrice de I’a-Amylase des différents extraits a été déterminée en utilisant la
Méthode de I’Todine/Todure de potassium (IKI) (Zengin et al, 2014).
Pour chaque echantillon, Un volume de 25 pl de la solution d’extraits a été mélangée avec 50 pl
d’une solution d’a-Amylase (1U) préalablement préparée dans du tampon phosphate (6 mM, pH
6.9), placé dans les puits de la microplaque et incubé pendant 10 min a 37 °C. Apres I’incubation,
la réaction est déclenchée par I'ajout de 50 pl de solution d'amidon a 0,1%.
Un blanc est préparé et incubé dans les mémes conditions. La réaction est ensuite arrétée par
I’addition de 25 pl HCl a 1 M. Ensuite, 100 pl de la solution d'iode-iodure de potassium est
ajoutée au mélonge. L’absorbance est mesurée par spectrophotométre a 630 nm. L'absorbance du
blanc a été soustraite de celui de I'échantillon et I’activité inhibitrice de 1’a-Amylase a été
exprimée par rapport a celle de 1’acarbose. (Randhir et Shetty, 2007 ; Zengin et al, 2014).

Calcul de pourcentage d’inhibition se fait suivant la formule :

% INH=1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/(Ac-Ae)]
Ou:
Ac : Absorbance (Amidon+IKI+HCI+Solvant +Tampon).
Ae : Absorbance (Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Solvant).
A
Ab : Absorbance (Extrait+IKI+125ul de tampon).

wn

. Absorbance (Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI).
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11.6.2.2. Activité inhibitrice de I’a-glucosidase:

L’activité inhibitrice de I’ a-glucosidase des différents extraits a été déterminée par la méthode
de Sinéad et al (2014).
Pour chaque echontillon, 50 ul de la solution d’extrait a été mélangée avec 100 pl d’une solution
d’a-glucosidase (0.1U/ml) dans du tampon phosphate (pH 6,9 ; 100 mM). Ensuite, 50 ul de
solution de substrat de 5 mM préparé dans du tampon phosphate (pH 6, 9 ; 100 mM) est ajoutee
puis incubé pendant 10 min & 37°C. Aprés I’incubation. De la méme maniere, un blanc a été
préparé en ajoutant unesolution de d'échantillon a tous les réactifs de réaction sans enzyme (a-
glucosidase) en solution.
Le contrdle a été préparé en ajoutant solvant de 1’extrait a tous les réactifs avec I’enzyme. Les
absorbances du blanc et du contrdle ont été lues par spectrophotométre a 405 nm a 37 °C, chaque
10 min, sur une durée de 30 min. L'absorbance du blanc a été soustraite de celui de I'échantillon
et ’activité inhibitrice de 1’a-glucosidase a été exprimée en se référant a 1’acarbose.

-Calcul de pourcentage d’inhibition :
% INH = [(Abs de I’extrait-Abs de Blanc) / Abs de contrdle] x 100

Contrdle : Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait.

Blanc : Substrat + Extrait + Tampon de 1’enzyme.

11.6.3. Activité anti-microbienne
11.6.3.1. Test antifongique :

Leactivité antifongique a été testé a 1’égard du champignon phytopathogéne, Fusarium

oxysporum f.sp.lycopersici qui nous a été fourni par le laboratoire de Mycologie du C.R.Bt sur un
milieu de culture PDA apres7 jours d’incubation a 28°C. La méthode du milieu empoisonné est
utilisee pour tester la sensibilité de la souche fongique vis-a-vis les differents extraits. Pour
préparer 1L de PDA, 200g pomme de terre, 20g dextrose et 20g Agar sont nécessaires.
L'activité inhibitrice des différents composes, sur la croissance du mycélium de I’agent
phytopathogeéne, est déterminée en mesurant la croissance radiale du champignon sur un milieu
PDA (pomme de terre, dextrose, Agar) contenant les extraits a tester (1mg d’extrait dilué dans
1ml de la solution DMSO), prealablement stérilisé puis distribué dans 4 boites de Pétri.
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Le témoin positif est considéré comme étant le milieu contenant 1 ml de DMSO sans extrait alors
que le ttmoin négatif contient que du PDA sans aucune addition (Song et al, 2004).
Expérimentalement, un disque de 5 mm de diamétre provenant d'une jeune culture fongique est
déposé de maniére aseptique au centre de la boite de Pétri. L'expérience est répliquée 4 fois pour
chaque extrait de plante.

Apreés 7 jours d'incubation a 28 °C, la croissance mycélienne des agents phytopathogenes est
mesurée a I'échelle millimétrique. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition de la
croissance de chaque champignon pour chaque complexe, par rapport au diametre moyen des
colonies de chaque champignon cultivé dans un milieu témoin. Ainsi, l'activité d'inhibition a été

exprimée en pourcentage et a été calculée selon la formule suivante:

%INH = [(C-T)/C] x 100
Ou;
| : Taux d'inhibition en %.
C : Croissance radicale de I'agent pathogene en mm sur milieu PDA avec DMSO (témoin).

T : Croissance radicale, en mm, de I'agent pathogeéne.

11.6.3.2. Test antibactérien :

Les souches bactériennes utilisées dans ce test sont au nombre de deux : Escherichia coli
(ATCC25922) et Staphylococcus aureus (ATCC25923).
Ce test a été effectué selon la méthode de diffusion des puits décrite par Cooper et Woodman
(1946), reprise par Shroder et Messing (1949). Cette méthode consiste a découper des trous
circulaires (puits) dans la gélose et y verser I'extrait de concentration connue. L'extrait diffus
radialement en donnant une zone d'inhibition circulaire a la surface de la gélose ensemencée avec
la suspension bactérienne (Eymard, 2003).
Comme premiére étape, les souches bactériennes sont repiquées par la méthode des stries dans
des boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin
d'obtenir des colonies isolées.
Ensuite, des colonies bien séparées des souches bactériennes étudiées sont prélevees a l'aide d'une

pipette pasteur et homogénéisées dans 5 ml d'eau physiologique.
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-La gélose Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces derniéres sont
séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur emploi. Puis, un ensemencement
est realisé par écouvillonnage en stries serrées de telle sorte a assurer une distribution homogéne
des bactéries sur les boites.

-Des trous circulaires sont découpés dans la gélose de chaque boite de pétri formant des puits.
Ces derniers sont imbibés de 20ul d’extrait a tester a des concentrations differentes. Des puits
imprégné de diméthylsulfoxyde (DMSO) vont servir comme témoin négatif. Les boites sont
incubées pendant 24 h a 37°C.

L'activité antibactérienne se manifeste par I'apparition d'un halo d'inhibition de la croissance
bactérienne autour des puits contenant la substance inhibitrice testée (Boumaza, 2011). La
lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits a 1’aide
d’une régle (mm), ce qui détermine la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (Benkiki,
2006).
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Chapitre 1V: Résultats et Discussion
I. Etude phytochimique -
I.1. Caractérisation physico-chimique :

Afin de valoriser la plante choisie, il faudrait tout d’abord identifier sa composition chimique et
estimer la teneur des composés d’intérét. Pour cela, une caractérisation physico-chimique a
précédé 1’étude phytochimique et biologique de la plante .

Le tableau 2 présente la composition phytochimique (la matiére seche, grasse, azotée totale,
organique et la teneur en cendres) des poudres d 'Ononis Alba Poir.

La matiere seche d’Ononis alba Poir est (90,96 £0,03% de la matiére totale) donc elle est pauvre
en eau (soit 9.04 £0.03 % en base humide, ces teneurs en eau sont relativement faibles et assurent
a la plante une plus grande stabilité et par conséquent un stockage assez long).

Cette plante renferme une faible teneur en matiere grasse (2,68+0.13 %) et en matiére azotée
(1,94+0.48 %) et donc elle peut étre pauvre en protéine, par contre elle est trés riche en matiére
organique (95,62 +0.25%), La teneur en cendres totales a été évaluée a 4,37+0.25 % pour la
partie aérienne cette analyse permet d’informer sur la teneur en minéraux, ces derniers n’étant
pas transformés en substances volatiles a haute température, contrairement aux matieres
organiques.

Tableau 2 : Caractérisation physicochimique d ’Ononis Alba Poir.

MS MG MAT MO Cendres

Teneur (%) 90,96 +0,03 2,68 £0,13 1,94 +0,48 95,62 £0,25 4,37 £0,25

MS : matiére seche. MG: Matiere grasse. MAT : Matiéres azotées totales. MO : matiére

organique.

1.2. Analyse quantitative :

Les résultats de 1’analyse quantitative des différents extraits bruts, pour leur contenu en
flavonoides, polyphénols, tanins condensés et sucre totaux sont exprimés respectivement en
termes d’équivalents de la quercétine, 1’acide gallique, la catéchine et le glucose a 1’aide d’une
courbe étalon (voir annexe 1). Les résultats de I’analyse sont résumés dans le tableau (3) et sont

représentés sur la figure (11).
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Figure 11 : Composition phytochimique de 1’Ononis

L’histogramme montre que ’extrait butanolique est plus riche en flavonoides et en polyphénols
que D’extrait acétate d’éthyle et celui dichlorométhane, ce dernier est le plus pauvre en flavonoide
et n’a montré aucune trace de polyphénol. Le dosage des polyphénols par le réactif de Folin-
Ciocalteu donne une estimation générale et brute de tous les composés phénoliques d’un extrait et
il n’est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le
réactif, donnant un taux phénolique apparent ¢levé (Tawaha et al, 2007). Ce test, basé sur une
réaction d’oxydo-réduction, peut étre également considéré comme une méthode permettant
d’évaluer I’activité antioxydante (Prior et al, 2005). De ce fait, les extraits les plus riches en
composés phénoliques peuvent étre également considérés comme étant les antioxydants les plus

performants.

En ce qui concerne les tanins condensés, on peut remarquer que les trois extraits montrent une
tres faible teneur en TC, représentée sous forme de traces. Le taux des tanins dans une plante
dépend de deux facteurs principaux : le stade de développement végétatif et les conditions
environnementales. Leur concentration varie considérablement entre les différentes especes
végétales et au sein de la méme espece ou elle dépend du degré de maturité, de 1’age des feuilles,

des fleurs et de la saison (Skadhauge et al, 1997).
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Pour les sucres totaux, on peut constater que cette espece d’Ononis contient une faible quantité de

sucre qu’on peut 1’observer légérement dans le cas d’extrait dichlorométhane et acétate d’éthyle.
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Figure 12 : Schéma de la plaque de dosage des polyphenols et flavonoides .

I1. Activités biologiques :
11.1. Activité antioxydante :

11.1.1. Test du DPPH :

On remarque un changement de couleur du violet au jaune, notamment pour I’extrait n-butanol et
acétate d’éthyle en augmentant leur concentration, cela veut dire que le DPPH (2,2-diphényl-1-
picryhydrazyl) est réduit en présence d’une substance réductrice qui existe dans ces deux extraits,
plus la substance est antioxydante et plus la coloration violette initiale disparaitra. Le controle est

de couleur violette car le DPPH est un radical stable de couleur violette en solution.

Ext Ext Ext
- dichloro acétate np-putanol

400 WS

Figure 13: Schéma de la plaque de dosage de ’activité anti radicalaire (DPPH).
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Les résultats obtenus, & une longueur d’onde de 540 nm par spectrophotomeétre, ont permis de

tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des extraits et des
standards (Figure). Ces résultats ont permis également de déterminer la valeur de I’IC50 (la
valeur qui correspond a 50% d’inhibition) afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis

du standard. Les standards utilisés sont : le a-Tocophérol, le BHT et le BHA.
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Figure 14 : Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par différents extraits de /'Ononis Alba
Poir.

Les pourcentages d’inhibitions de ’activité antiradicalaire révelent que les deux extraits (n-
butanolique, acétate d’éthyle) possédent une meilleure activité antiradicalaire par rapport a
I’extrait dichlorométhane en augmentant la concentration. L’extrait n-butanol montre 1’activité la
plus forte des échantillons étudiés, malgré cela le n-butanol demeure moins actif que les
standards. Ces résultats sont identiques a ceux rapportés dans plusieurs études ou une telle
corrélation positive entre le contenu phénolique total et I'activité antioxydante a éeté réveélée
(Kamal, 2015 ; Berrin et al, 2008).

D’apres les travaux réalisés par Falleh en 2008 ont montré que ’activité antioxydante ne dépend
pas seulement de la concentration des polyphénols, mais également de la nature et la structure des
antioxydants dans 1’extrait. Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé des
groupements hydroxyles présentent une activité antioxydante trés importante (Torres de Pinedo,
2007).
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La valeur de I’'IC50 exprimée en pg/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 15). Les valeurs de I’IC50 de chaque extrait ainsi que celle de 1’a tocophérol, le
BHA et le BHT sont classées par ordre croissant sous forme d’histogramme, sachant que la
valeur plus faible de I’'IC50 (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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Figure 15 : Activité antioxydante des différents extraits de /’Ononis Alba
Poir testée par DPPH (Valeur des 1C50)

Parmi les extraits testés, I’extrait n-butanol représente 1’extrait le plus actif avec une IC50 de
I’ordre de 12.09+1,02 pug/ml suivi par ’extrait d’acétate d’éthyle avec une IC50 de 95.8743,58
ug/ml. En comparaison avec les standards, 1’extrait n-butanol le plus actif avec une IC50 de
I’ordre de 12.09+1,02 pg/ml est presque similaire aux BHT et 1’a tocophérol avec une 1C50 de
I’ordre de 12.99+0,41 pg/ml et 13.02+5,17 ug/ml respectivement

L’extrait acétate d’éthyle présente une activité antioxydante faible avec une IC50 égale a
95.87+3,58 pg/ml. Cependant I’extrait dichlorométhane est le moins actif, avec une IC50 de
I’ordre de 661.66+6,89 ug/ml. Ces activités sont inferieures aux BHA et BHT et 1’a tocophérol

pris comme antioxydants de réference.
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11.1.2. Test de la réduction de cuivre (CUPRAC) :

On remarque une couleur rouge-orangée, surtout pour I’extrait n-butanol et acétate d’éthyle en
augmentant leur concentration cela veut dire que le complexe cuivre—néocuproine est réduit en
présence d’une substance réductrice qui existe dans ces deux extraits, plus la substance est
antioxydante et plus la coloration et vers le rouge orangé. Le contrdle n’a pas pris cette couleur ce

qui veut dire que le complexe reste stable.

Ext dichloro Ext acétate Ext n-butanol

Figure 16 : Schéma de la plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (CUPRAC).

Les résultats obtenus grace a lecture par spectrophotomeétre a une longueur de 540 nm, ont permis
de tracer la courbe de pourcentage d’absorbance en fonction des concentrations des extraits et des
standards. Ces résultats ont permis également de déterminer la valeur de 1’A0.50 (la concetration
qui correspond & 0.5 d’absorption) afin de pouvoir évaluer ’activité des extraits vis-a-vis du
standard. (BHT et BHA).

La figure (17) présente les courbes de 1’absorbance en fonction de la concentration des standards
et des extraits ont peut déduire que 1’extrait n-butanol et I’extrait acétate d’éthyle montrent un

pouvoir réducteur de cuivre plus important que 1’extrait dichlorométhane. Toutefois, 1’extrait n-
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butanol montre 1’activité la plus forte des échantillons étudiés, malgré cela le n-butanol demeure

moins active que le BHT et le BHA.
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Figure 17 : Courbe d’absorbance de CUPRAC en fonction de la concentration des différents extraits de
[’Ononis Alba Poir.

Les valeurs A0.50 sont déterminées a partir de la courbe de 1’absorbance en fonction de la
concentration. Les valeurs d’A0.50 de chaque extrait ainsi que celle de BHA et BHT sont classés
par ordre croissant sous forme d’histogramme. La valeur plus faible de 1’A0.50 (la concentration
du substrat qui cause absorbance de 50 % de I’activit¢é de CUPRAC) indique une activité

antioxydante plus élevée.
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Figure 18 : Activité anti-oxydante des différents extraits de /’Ononis Alba Poir testée par

CUPRAC (valeur des A0.50).

Parmi les trois extraits de la plante, 1’extrait butanolique a montré une meilleure activité
inhibitrice du CUPRAC (15.53+1.32 pg/ml) malgré qu’elle est moins faible par rapport au
standard BHA (5,35+£0,71) et BHT (8.97+£3.94); tandis que I’extrait acétate d’éthyle et
dichlorométhane représente respectivement une activité inhibitrice du CUPRAC moins faible
(53,06£3,49 et 338,3+10,96 pg/ml respectivement) . Sur une échelle plus faible 1’extrait
dichlorométhane est le moins actif. Ces résultats confirment les résultats précédents du test de

DPPH.

11.2. Activité enzymatique (antidiabétique):

Les composés phénoliques sont connus par leur pouvoir inhibiteur de certaines enzymes
hydrolysant les glucides, telles que I’a-amylase et 1’a-glucosidase, en raison de leur capacité a se
lier aux protéines (Mai et al, 2007). Comme les antidiabétiques alternatifs, plusieurs inhibiteurs
de I’a-amylase et de I’a-glucosidase ont récemment été isolés a partir de plantes médicinales
(Xiao et al, 2013).

Les activités inhibitrices de I'a-amylase de 1’extrait dichloromethane et de 1” acétate d’éthyle et du
celui butanolique sont présentés dans la figure 19 ci-dessous, tandis que ’activité inhibitrice de

I'a-amylase du standards acarbose est illustrée dans la figure 20.
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Figure 19 : Activité inhibitrice de I’alpha amylase des extraits.
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Figure 20 : Activité inhibitrice de I’alpha amylase du standard acarbose.

A une concentration de 100ug /ml d’échantillon, 83% d'inhibition de l'alpha-amylase ont été
observés par I’extraits butanolique comparée a 1'Acarbose présentant une inhibition de 8.08%

seulement a une concentration plus proches de I’ordre de 125 pg /ml .

D’autre part, une concentration de 400ug/ml de D’extrait dichlorométhane a donné 103%
d'inhibition de l'alpha-amylase, ou le standard Acarbose présentait une inhibition de 10,7%

seulement a une concentration plus proche de I’ordre de 500 pg/ml.
Alors que I’extrait acétate d’ethyle n’a pas montré une bonne activité.

Ces résultats suggerent que I’extrait dichlorométhane posséde des propriétés antidiabétiques plus
élevées que celle du standard 1’acarbose qui pourraient étre utilisées pour préparer des agents

pharmaceutiques pour le traitement de I’hyperglycémie.

Des études précédentes faites sur d'autres plantes de la famille des Fabaceae ont montré des effets

inhibiteurs vis-a-vis I’enzyme alpha amylase telles que Galega Officinalis, Phaseolus Vulgaris et
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Tamarindus indica qui présentait 35, 45-75, 90% d'inhibition de l'a-amylase respectivement.

L’activité inhibitrice de 1'a-amylase et de I'a-glucosidase dépend du profil phénolique (Kwon et
al, 2008; Kang et al, 2014).
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Figure 21 : Valeurs des IC50 de I’activité inhibitrice de 1’alpha amylase classées par ordre

croissant.

La forte inhibition de I'a-amylase par I'extrait butanolique de /’Ononis Alba, démontrée par la
IC50 la plus basse (moins de 6.25 pg/ml), suggére que cet extrait contient un puissant inhibiteur
de l'a-amylase, ce qui indique un role potentiel en tant que source naturelle antidiabétique. En
effet, toute plante fortement inhibitrice de I'a-amylase pourrait constituer un traitement efficace
contre I'nyperglycémie postprandiale avec un minimum d'effet secondaire. Ainsi que 1’effet des
extraits butanolique (IC50 < 6.25ug/ml), acétate (IC50 = 17.8 = 4,32ug/ml) et dichlorométhane
(IC50 = 20,24+0,3ug/ml) semble étre respectivement environ 584, 205 et 180 fois plus actif que
le standard acarbose (IC50 = 3651+10,7mg / ml). Ces résultats suggerent que les bioactifs
exercant un effet inhibiteur sur I'a-amylase peuvent étre présents dans tous les extraits de plantes

a des concentrations différentes.
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Selon certaines études (Kim et al, 2000; Tadera et al, 2006; Williams, 2013), ces bioactifs

peuvent étre des flavonoides ; car ils constituent un groupe majeur de composés polyphénoliques
qui ont été signalés comme des composés possédant une activité inhibitrice contre I'a-amylase en
dépendant de leur structure, nombre et la position de leurs groupes hydroxyles dans la molécule
qui sont des facteurs déterminants pour l'inhibition des enzymes.

11.3. Activité antimicrobienne :

11.3.1. Antibactérienne :

Afin de mettre en évidence 1’activité antibactérienne de nos échantillons, les différents extraits
ont été testés sur des souches de référence; Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia
coli (ATCC 25922), ou nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disque.

Les résultats de la sensibilité des deux souches sont résumés dans le tableau suivant.

Figure 22: Zones d’inhibition résultant de la sensibilité différentes souches aux différentes
d’extraits d’Ononis Alba Poir.
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Tableau 3 : Test de sensibilité des souches bactériennes aux extraits de /’Ononis Alba Poir.

Chapitre 1V: Résultats et Discussion

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

16 mg/ml | 50mg/ml | 16 mg/ml | 50 mg/ml
E. Dichlorométhane - - + +
E. acétate d’éthyle - - - -
E. n-butanolique - NT + NT

(-): non sensible ou résistante. (+) : sensible. NT : non testé.

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau (3), I'extrait dichlorométhane a réveélé une forte
activité inhibitrice contre Staphylococcus aureus a une concentration de 16mg/ml et 50mg/ml, ou
le diametre de la zone d'inhibition pour cet extrait augmente en augmentant la concentration a 50
mg/ml. Bien que I’extrait butanolique n’a été testé qu’a une concentration de 16mg/ml suite a sa
faible quantité, son effet inhibiteur est remarquable. D’autre part, le diamétre de la zone
d'inhibition pour I’extrait dichlorométhane était plus grand que celui de I’extrait butanol. Pour
I’extrait acétate d’éthyle aucune activité n’a été observée pour les deux concentrations contre

Staphylococcus aureus.

Concernant Escherichia coli, aucune zone d’inhibition de croissance n’a été constatée autour des
disques de tous les extraits, ce qui est traduit par la résistance de ces souches. En fait, selon une
étude de l'activité antibactérienne de certaines plantes les bactéries a Gram positif ont étés plus
sensibles aux extraits de plantes que les bactéries a Gram négatif (The investigation of

antibacterial activity of selected native plants from North of Iran J Med Life. 2015).

11.3.2. Antifongique :

Afin de tester la sensibilité¢ de la souche fongique vis-a-vis des différents extraits I'activité
inhibitrice des différents extraits sur la croissance du mycélium de 1’agent phytopathogene
Fusarium Oxysporum a été déterminée en mesurant la croissance radiale du champignon sur un
milieu PDA contenant les différents extraits, les résultats obtenus sont présentés dans la figure 22

et 23.
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A partir des résultats présentés a la figure (22). Il est noté qu’il existe une diminution de la
croissance radiale du champignons Fusarium Oxysporum par tous les extraits.La croissance
radiale est inversement proportionnelle a la concentration des extraits , le pourcentage
d’inhibition de la croissance de Fusarium Oxysporum augmente avec 1’augmentation de Ia
concentration des extraits. A une concentration de 16 mg/ml les extrait dichlorométhane, n-
butanol et acétate d’éthyle ont présentés des pourcentages d’inhibition de 9.84 ,6.81 et 3.78 %
respectivement , puis a la concentration plus élevée, de I'ordre de 50 mg/ml, les extraits
dichlorométhane et acétate d’éthyle de la plante ont présenté des pourcentages d’inhibition de

25.75 et 11.36 % respectivement (figure 22 ).

N
o

10 16mg/mi

50mg/ml

Pourcentage d’inhibition
-
(6;]

temoins
ext. acetate
ext. butanolique

ext.
dichloromethane

Figure 23: Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne en fonction de la

concentration des trois extraits de /’Ononis Alba Poir.
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lorométhane ] = 50mg / ml [ Ext . dichlorométhane ] = 16mg / ml

[ Ext . acétate ] = 50mg / ml [ Ext . acétate ] = 16mg / ml

. n-butanol ] =16mg / ml

Figure 24: Résultats d’incubation de 1’agent phytopathogéne sur milieu PDA et les trois extraits.
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Par comparaison, le diametre des colonies du Fusarium Oxysporum a été reduit en augmentant
la concentration des extraits de la plante. Cette réduction a été plus prononcée avec les
extraits dichlorométhane qu’avec I’extrait acétate d’éthyle et n-butanol. Les différentes
concentrations d’extraits ont influencé de fagon significative la croissance radiale du

champignon dont les concentrations élevées étant plus inhibitrices.

Ces extraits contiennent des substances qui retardent la croissance du champignon. Cependant,
il a été rapporté que les extraits végétaux d’un certain nombre de plantes contiennent des
composés tels que les tanins, les flavonoides et les alcaloides qui sont dotés de proprietés
fongicides (Lhoste et al, 1993 ; Ling et al, 2003 ; Pamo et al, 2003).

48



CONCLUSION GENERALE



CONCLUSION

Le présent travail porte sur 1’investigation chimique et biologique d’une plante médicinale
endémique Algérienne appartenant a la famille des Fabaceae (Legumineuses). Cette famille est
connue par sa richesse en divers composes, tels que les flavonoides, les polyphénols, les sucres et
les tanins.

L’analyse des extraits a été essentiellement fondée sur 1’évaluation des activités biologiques en
vue de la valorisation d’une telle espéce. Dans ce contexte, plusieurs tests ont été réalisés dont les
plus révélateurs ont été seléctionnés.
L’activité antioxydante des extraits de cette espéce a été évaluée a différentes échelles par le test
DPPH et CUPRAC, 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 trois extraits ont montré une forte inhibition de I’enzyme alpha amylase, la meilleure
inhibition a été provoquée par I’extarit butanolique confitmé par sa faible I1C 50.
L’extrait dichlorométhane a montré une forte activité antibactérienne vis-a-vis les souches Gram
positif (Staphylococcus aureus) alors que I’extrait n-butanol n’a montré aucune activité
antibactérienne. Pour Escherichia coli, une grande résistance a été observée dont aucune activité
inhibitrice n’a été constatée pour tous les extraits.
Leur activité antifongique a été également évaluée grace au test de sensibilité de la souche
fongique Fusarium oxysporum, Ces extraits contiennent des substances qui retardent la
croissance du champignon .

Enfin, I’ensemble des résultats obtenus ouvre la possibilité pour plusieurs perspectives en
termes d’identification et d’application de cette plante dans différents domaines.
La présente étude n’est qu’une initiation a la recherche dans ce vaste domaine des substances
naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir
confirmer les activités mises en évidence, identification plus fine par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse des composé d’intérét de cette plante, aussi les essais
précliniques et cliniques d’un futur antidiabétique et/ou antibiotique basé sur les composés de

cette plante.
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ANNEXE 1:

e Courbe d’étalonnage de I’acide gallique :
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Phytochemical study and biological activities evaluation of
Ononis Alba Poir plant.

Abstract

This work consists in a phytochemical study of the species Ononis alba poir belonging to the
Fabaceae family as well as the evaluation of the antioxidant, enzymatic and the antimicrobien
activity of plant extracts. The species of this Algerian plant has not been the subject of a
phytochemical study and previous biological evaluation.

The present study consists in an extraction of the compounds of this plant then the evaluation of

their different biological activities (antioxidant, antidiabetic, antimicrobial).

The results obtained show a great antioxidant power, different extracts (ethyl acetate,
dichloromethane, n-butanol), evaluated by DPPH and CUPRAC methods. Strong enzymatic
inhibition was further demonstrated against alpha amylase.

The dichloromethane extract also showed a strong antibacterial activity against the bacterial
strain Staphylococcus aureus as well as a strong antifungal activity against the Fusarium
oxysporum chamipgnon compared to the other two extracts.

Such results encourage an enhancement of this plant species for use in the pharmaceutical field.

Key words: Ononis, phytochemistry, antioxidant activity, enzymatic activity, antimicrobial

activity.
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’é¢tude phytochimique de 1’espéce Ononis Alba poir, appartenant a la
famille des Fabaceae ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante, enzymatique, et
antimicrobienne des extraits végétaux. L’espéce de cette plante algérienne n’a pas fait 1’objet

d’étude phytochimique et d’évaluation biologique précédente.

La présente étude consiste a une extraction des composés de cette plante puis I’évaluation de

leurs différentes activités biologiques (antioxydante, antidiabetique, antimicrobienne).

Les résultats obtenus montrent un grand pouvoir antioxydant, des différents extraits (acétate
d’ethyle, dichlorométhane, n-butanol), évalué par les méthodes de DPPH, CUPRAC. Une forte
inhibition enzymatique a été encore démontré contre I’alpha amylase.

L’extrait dichlorométhane a montré également une forte activité antibactérienne contre la souche
bactérienne Staphylococcus aureus ainsi qu’une forte activité antifongique contre le chamipgnon
Fusarium oxysporum par rapport aux deux autres extraits.

De tels résultats encouragent pour une valorisation de cette espéce de plante pour une utilisation

dans le domaine pharmaceutique.
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