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Introduction

Introduction

Etant donné I’intérét immense que suscite actuellement I’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 slirement
dues aux substances chimiques qu’elles renferment.

Aujourd’hui, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening
de sources naturelles, a abouti a la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles jouant
un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines (Gurib-Fakim., 2006).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé que 80 % de la population en
Afrique et Asie emploient principalement les médicaments traditionnels (drogues végétales)
obtenus a partir de plantes aromatiques et médicinales (PAM), pour leurs soins de santé
primaire. Par ailleurs, seulement 17 % d’especes de plantes supérieures dans le monde, ont été
étudiées pour leur potentiel médical. La diversité chimique et biologique de ces plantes
représente une source renouvelable et potentiellement illimitée pour leur utilisation dans le
développement de nouveaux produits cosmétiques et pharmaceutiques. (Pelt., 2001).

La recherche de nouvelles molécules médicamenteuses d’origine naturelle est basée sur
les études phytochimiques et pharmacologiques. De ce fait, la valorisation des ressources
naturelles est une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans de nombreux pays
dont I’ Algérie (Muanda et al., 2009)

En effet, notre pays dispose de plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15 % endémiques, restent trés peu explorées tant sur le plan phytochimique

que sur le plan pharmacologique (Dupont et Guignard, 2012).

Dans le cadre de la valorisation de la flore du nord algérien, par la recherche de
nouveaux composés d’origine végétale a intéréts thérapeutiques, le Laboratoire d’Obtention de
Substances Thérapeutiques (LOST) a entamé un programme de recherche destiné a 1’étude

chimique et biologique de cette flore.

La sélection des especes est basée essentiellement sur 1’endémisme et 1’utilisation
¢éventuelle en médecine traditionnelle en vue d’une investigation phytochimique et biologique.

C’est dans ce contexte nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et biologique de



Introduction

I’espece Astragalus armatus Willd, appartenant a la famille des Légumineuses (Fabaceae),
sous famille de Papilionaceae (Faboideae). Les diverses investigations phytochimiques
menees sur cette famille et plus particulierement sur le genre Astragalus ont montré une
richesse remarquable en métabolites secondaires comme, notamment les flavonoides et les
saponosides (Labed et al., 2016 ; khalfallah et al., 2014)

Notre travail sera présenté comme suit :

e La premiere partie dans cette partie nous avons commencé par une eétude
bibliographique, réunit en trois chapitres distincts :

» Le 1°" chapitre sera consacré a une étude bibliographique incluant la
systématique de la famille Fabaceae, la présentation du genre Astragalus et
enfin le passage en revue des principaux résultats phytochimiques antérieurs
relatifs aux plantes appartenant au genre Astragalus.

» Le 2®™ chapitre, consacré a un apercu théorique sur les métabolites
secondaires notamment, les flavonoides et les saponosides.

> Le 3*™ chapitre s’intéresse au stress oxydant, les différents systémes
antioxydant et une présentation générale de quelques tests de la capacité
antioxydante.

e La deuxiéme partie de ce manuscrit est consacré aux travaux personnels. Nous
présenterons les étapes d’extraction, d’isolement, de détermination des structures et des
tests biologiques effectués sur les extraits et les composés isolés.

e Enfin une troisieme partie qui présente les résultats obtenus, leurs discussions et leurs

comparaison avec des études antérieurs.
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1.1. Fabales

L’ordre des Fabales renferme 4 familles et environ 20 400 espéces (Dupont et
Guignard, 2016). Les familles sont les Fabacées, les Polygalaceaes, les Quillajaceaes et les
Surianaceaes (Byng et al., 2016). Nous traiterons ici la famille des Fabaceae qui renferme

I’espéce végétale Astragalus armatus que nous avons étudiée.

1.1.1 Famille des fabaceae

1.1.2. Généralité

La famille des fabacées ou légumineuses est la troisieme plus grande famille
d'angiospermes (Mabberley, 1997) avec environ 751 genres et plus de 19500 especes dans le
monde (Lewis 2005, 2013 ; LPWG et al., 2017). Ses plantes ont une distribution quasi
cosmopolite et se trouvent dans les zones tropicales, subtropicales ou tempérées. Les Fabaceae
¢taient appelées 1égumineuses, du latin legumen qui s’appliquait aux graines se formant dans
les gousses. Actuellement, ‘légume’ désigne une catégorie plus large de plantes alimentaires
(plantes potageres) (Martin, 2014). Elle abrite le plus grand genre de plantes a fleurs I’
Astragalus L (Sanderson et Wojciechowski, 1996), et certains des clades de plantes les plus
en évolution (Scherson., 2008).

Les Fabaceae sont souvent caractérisées par un métabolisme azoté élevé et des acides
aminés inhabituels. Elles présentent souvent des nodosités traduisant une symbiose avec la
bactérie fixatrice d'azote Rhizobium, c'est particulierement le cas chez les Faboideae
(Wojciechowski et al., 2004 ; De Faria et al., 1989). De ce fait les légumineuses sont parmi
les plantes les plus étudiées (Stacey et al., 2006). De nombreuses légumineuses constituent une
source majeure de protéines et huiles végeétales (Graham et Vance, 2003) et sont largement

cultivées sur I'ensemble de la planéte.

1.1.3 Distribution de la famille Fabaceae
Les plantes de la famille Fabaceae sont distribuées dans tous les biomes terrestres. Leur
répartition est cependant variable selon la sous-famille :
» Les Papilionoideae sont cosmopolites et se retrouvent presque dans tous les milieux du
globe terrestre. Cette dernicre fait I’objet de notre présente étude (LPWG et al., 2017;
Lewis et al., 2005).
> Les Caesalpinioideae occupent surtout les régions tropicales et subtropicales de
I’ Amérique, Afrique et Asie. (White, 1983).
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> Les Detarioideaere presentées en Afrique et en Asie (Bruneau et al., 2014; Breteler,
1999).

> Les Cercidoideae sont largement cultivées comme arbres d'ornement aux Etats-Unis et
en Europe. (Lewis et Forest., 2005).

> Les Duparquetia présentes dans les foréts tropicales humides d'Afrique occidentale et
centrale (Bruneau et al., 2014).

> Les Dialioideae dominent les régions tropicales de 1’Afrique (Mackinder et
Wieringa.,2013).

Figure 1: Carte de répartition géographique des Fabaceae. Les l[égumineuses se trouvent dans
quatre biomes majeurs : Forét tropicale, temperee, et succulente (Schrire,
2005).
I.1.4 Caracteres botaniques de la famille Fabaceae
Basé sur la structure phylogénétique de la famille des légumineuses (LPWG. 2017),
la famille Fabaceae est divisée en six sous-familles pouvant étre identifiées facilement par leurs
fleurs. Elles ont en commun le fruit communément appelé gousse. Ci-dessous une clé de
description taxonomique pour chacun des six sous-familles.
> Les Papilionoideae représentant la sous-famille la plus variante avec 503 genres dont
I’Astragalus et 4400 especes, comprenant des herbes et de petits arbustes Elles ont une
distribution quasi cosmopolite et se trouvent dans les zones tempérées et tropicales Cette
sous famille inclut les Iégumineuses a grain telle que les haricots, les pois et les lentilles
(Ferchichi., 2006). Les fleurs sont hermaphrodites, zygomorphe par la corolle
géneralement papillonnée, corolle a 5 pétales ; I’étendard correspond au pétale

supérieur, les 2 pétales latéraux correspondent aux ailes et la caréne est formée par deux
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pétales inférieurs, les 10 étamines sont incluses dans les pétales, unies par leurs filets en
un tube qui entoure le pistil (Maxted et Bennett, 2001) les graines ont une valve hilaire
complexe, pleurogramme absent (LPWG.,2017).

> Les Caesalpinioideae de 148 genres et 4400 especes sont constituées pour la plupart
d’arbres et arbustes tropicaux ou subtropicaux. Leurs fleurs sont irréguliéres
(zygomorphe) avec cinq pétales et des étamines visibles extérieurement, feuilles
bipennées ; graine avec un pleurogramme ouvert ou fermé de chaque cote,
inflorescences principalement en panicules (LPWG., 2017 ; Maxted et Bennett.,
2001).

> Les Cercidoideae comptant un seul genre et 12 espéeces, feuilles unifoliolées, bifolioles,
graine avec hile en forme de croissant (LPWG., 2017)

> Les Detarioideae formé de 84 genres et 760 espéces, Nectaires (Formation glanduleuse
située le plus souvent sur des constituants floraux ou des feuilles, sécrétant un liquide
souvent sucré ou odorant recherché par des insectes) extra-floraux absents ou présents
sur le pétiole ou sur le rachis de la feuille; stipules latérales et libres ou absentes (De La
Estrella et al., 2018; LPWG, 2017).
Les Duparquetioideae comptent un seul genre et espéce, présent au centre et I'Ouest
d’Afrique, fleurs avec Pétales a structure glandulaire marginale ; anthéres a 4 étamines,
feuilles pennées. (LPWG et al., 2017)

> Les Dialioideae prés de 17 genres et 85 especes, Fleurs solitaires, feuilles surtout
imparipennées avec folioles alternées, nectaires extra-floraux sur le pétiole. (LPWG,
2017 ; Zimmerman et al., 2017)
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Tableau 1 : Morphologie principales des six sous familles (Papillonoideae, Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae et Duparquetioideae)
(Banks et Lewis, 2008 ; Gwilym, 2018 ; De La Estrella et al., 2018 ; LPWG et al., 2017).

Caesalpinioideae

Sous famille - - Cercidoideae Detarioideae Duparquetioideae Dialioideae
(incl. Mimosoideae) | Fapillonoideae bard
Genres / Especes 146-148/4400 445-503 /14000 12-12/1 79-84/760 11 15-17/85
) . Principalement des
Panicules, racemes . . .
racemes, Racéme ou pseudo Racéme ou _ L
Inflorescence ou fleurs en . . i Grappe terminale. Fleursolitaire.
_ pseudoracemes ou racéme. panicule.
fascicules.

panicules.

Forme

biologique

Arbres, arbustes,
lianes, herbe, non
armeé ou
généralement armé
depiquants ou

épines.

Habituellement non
armé, arbre, arbuste,

herbe, liane.

Arbres, arbustes ou
lianes, beaucoup
avec vrilles,
généralement non
armeées mais
fréquemment
avec des piguants
ou épines
infrastipulaires ;
branches rarement

modifié en cladodes

Généralement des

arbres non armes,

parfois des arbustes.

Liane, non armé.

Arbres non armés

ou arbustes.
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Généralement

monomere,

Monomeére rarement

Un seul carpelle,

Un seul carpelle,

Un seul carpelle, 2 a

Un seul carpelle,

Gynéceée rarement a plusieurs | a 2carpelles, une a une a plusieurs une a plusieurs | parfois deux
carpelle, ovule unea | plusieurs ovules. ovules. ovules. > ovules. carpelles, 2 ovules.
plusieurs.
Monades, Monades,
tricolporés, tricolpores, tri- Monades,
rarement dans les g hexacolpés, Monades, Monades asymeétriques, un
tétrades. Monades, tripodes, tri ou tétra | principalementtricol tricolporés, entourant équatorial

Les grains de pollen

Ornementation
généralement

réticulé.

principalement

tricolporés.

colporoides,
inaperturé. Avec
déférente

ornementation.

porés avec déférente

ornementation.

ornementation

réticulé.

ectoaperture avec
deux équatoriales

endoapertures.

Feuilles

Généralement
bipennées, parfois
pennées, surtout

paripennées.

Principalement pari-
ou
imparipennées et ou
palmées,
unifoliolées

outrifoliolées.

Unifoliées ou
bifoliolées.

Généralement
paripennées ou

bifoliolées.

Imparipennées

Généralement
imparipennées,
rarement
paripennées

ou palmées.
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Zygomorphe,

Zygomorphe, L
Géneralement
Zygomorphes, Zygomorphe, hermaphrodite, Zygomorphe Zygomorphe, hermaphrodite,
Fleurs hermaphrodite, hermaphrodite, parfois papillonnée hermaphrodite, non hermaphrodite, non parfois papillonnée.
parfois papillonnée papillonnée ) ) papillonnée.
papillonnée
Corolle a 5 pétales
(3-) 5 (-6), libre typiques (1 5, libre, imbriqué, | 0-5 (-7), libre, 5, libre, imbriqué,
oufusionné ou supérieur dorsal I’étendard (pétale | imbriqué le pétale adaxial )
) ) ’ _ . 5 ou moins,
petaleabscent, =¢tendard, 2 adaxial) disposé & | le pétale adaxial disposé a :
) ) ) . _ rarement 6, libre,
) valvaireou latéraux = ailles, 2 ’intérieur est généralement Iextérieur, I’adaxial | = )
Pétales o o ] imbriqué, le pétale
imbriquer, inférieurs souvent fréquemment disposé a et les deux latéraux o
) _ ) . adaxial dispose a
petale adaxiale soudés = caréne), différencié. I’extérieur sont ovales, deux L
) . o ) ' ) . Iintérieur.
disposé a imbriquer, le pétale pétales abaxiaux
I’intérieur. adaxiale disposé a oblong (arrondi).
I'extérieur.
o Calicea5ou4 incaale. lib
Calice a 5 sépales , , 4, inegale, libre,
. sépales (deux sépales .
(3-)5(-6), libre ou o I’abaxiale et
) o ) I . Calice a 5 sépales adaxiaux ) (3 ou 4) -5- (6),
Sépales fusionné, ou sépale Plus ou moins ) _ o adaxiale _
. foi soudés ou libres. souvent fusionné), ) ] libre.
absent. soudes, parfois . sépales cucullés, le
bilabié rarementcertains ou
I . 7 7 .
tous absents. latérale petaloide.
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Varientde 1 a 10
rarement plus, o 10 (parfois moins) Androcée a 10 o o
- Androcée a 10, o o Androcées a 4 Anthéres a 5
) basifixe ou o dont souvent 9 étamines, médifixe L - L -
Etamines o basifixe, souvent ) ) | etamines, basifixe etamines, basifixe
médifixe, sur ) soudees par leurs sur filaments soudé _ ) ) ]
_ ) soudées sur un tube. ] ) ] sur filament libre. sur filament libre.
filaments soudés ou filets et 1 libre. ou libre.
libres.
Habituellement avec ) Avec un hile apical
Avec un arille
un pleurogramme, en forme de
) charnu ; )
parfois avec un _ ] croissant,
) hile allongé et _ )
arille charnu ou, _ rarement circulaire ; Avec 1-2, rarement
) o lentille ] o Sans
Graines parfois aile ; hile ) lentille discrete, pseudopleurogramm de plus, absence de
) habituellement . pleurogrammes.
habituellement ) sans es; arille. pleurogrammes.
) ) présente,
apical ; lentille pleurogrammes,
) pleurogramme
habituellement pseudopleurogrames
] absent. ) )
discret. aile ou arille.
Gousses
- - - Drupe
Sec déhiscent Sec déhiscent Sec déhiscent principalement ) ,
) Sec dehiscent. communément
Fruit (gousse). (gousse). (gousse). ligneuses,

déhiscentes.

indéhiscente.
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I.1.5 Classification systématique

1.1.5.1 Classification ancienne

La phylogénie des légumineuses a fait I'objet de nombreuses études par des groupes de
recherche du monde entier. Ces études ont utilisé des données de morphologie, I'ADN (l'intron
des chloroplastes trnL, les genes chloroplastiques rbcL et matK, ou les espaceurs ribosomaux
ITS) et I'analyse cladistique, afin d'étudier les relations entre les différentes lignées de la famille.
Toutes les études ont démontré systématiquement le caractere monophylétique des Fabaceae,
en outre, ils ont confirmé que les sous-familles traditionnelles des Mimosoideae et des
Papilionoideae étaient toutes deux monophylétiques mais qu'elles étaient toutes deux nichées
dans la sous-famille des Caesalpinioideae qui est, elle, paraphylétique. Toutes les différentes
approches ont donné des résultats similaires en ce qui concerne les relations entre les principaux
clades de la famille des fabaceae (LPWG et al., 2017; Bruneau et al., 2008; Kass et Wink,
1996; Sanderson et Wojciechowski, 1996; Lavin et al., 1990).

Dans la plupart des classifications trois sous-groupes sont généralement reconnus a
I’intérieur des Fabaceae : les Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les Faboideae (=
Papilionoideae). Ces groupes sont considérés comme des sous familles, mais ils sont parfois
traités en familles indépendantes, comme par exemple dans la classification de Cronquist. Le
concept « Leguminosae » est lui utilisé soit a un niveau familial (chez Engler), soit a un niveau
ordinal (chez Cronquist) (Spichiger et al., 2004 ; Judd et al., 2002). La position systématique

des Fabaceae est présentée dans le tableau 2.

Tableau 2
phylogénétique ou morphologique (The APG., 1998 ; Thorne.,1992b ; Thorne.,1992 ; Engler
et Prantl, 1889 ; Cronquist., 1988).

Position systématique des Fabaceae selon différentes approches

Engler (1887- Cronquist (1988) | Thorne (1992) | APG 111 (2009)
1915)

Régne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embranchement | Embryophyta Magnoliophyta Spermatophytae | Spermatophyta
Sous ) ) )

Angiospermae - Angiospermae Angiospermae
embranchement
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidae Eudicotyledonae

10
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Sous-classe Archichlamydeae | Rosidae Rutanae Rosidae
Eurosidae
Ordre Rosales Fabales Rutales o
(= Fabidées)
Sous-ordre Leguminosineae - Fabineae Fabales
Fabaceae
_ _ (=Papilionaceae) Fabaceae
Famille Leguminosae _ Fabaceae ]
Mimosaceae (=Leguminosae)
Caesalpiniaceae
Faboideae Faboidea Faboideae
Mimosoideae : -
Sous-famille Mimosoideae Mimosoideae

Caesalpinoideae

Caesalpinoideae

Swartzioideae

Caesalpinoideae

1.1.5.2 Classification actuelle

Le Legume Phylogeny Working Group (LPWG., 2017) basé sur I'analyse de sequences

peptidiques de 81 protéines codées par un géne chloroplastique matK a subdivisé les Fabaceae

en six sous-familles au lieu de trois, ce qui a nécessité la recirconscription des Caesalpinioideae

en une sous-famille réduite (Caesapinioideae, sensu stricto), incluant I'ancienne sous-famille

des Mimosoideae, et quatre nouvelles sous-familles.

= Reégne

=  Embranchement

= Sous embranchement

= Classe

Plantae

= Sous-classe

=  QOrdre

Spermatophyta
Angiospermae

Eudicotyledonae

Rosidae

Fabidées

= Sous-ordre

= Famille

= Sous-famille

1.1.6

Fabales

Fabaceae

Caesalpinioideae (Mimosoideae.incl) ; Cercidoideae,

Dialioideae ;Duparquetioideae ; Papilionoideae

La symbiose rhizobium-légumineuses

L'établissement de la symbiose entre une Légumineuse et son rhizobium spécifique se

manifeste par la formation de nodules, Le site de fixation symbiotique (Cullimore., 2001).

11
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Les bactéries du genre Rhizobium possedent une enzyme, la nitrogénase, pour fixer
I'azote atmosphérique, et le transformer en NHs+ directement exploitable par la plante. Cette
enzyme est irréversiblement inhibée par l'oxygene, c’est pourquoi la bactérie va travailler en
anaérobie (Compant.,2010). La légumineuse va, une fois la bactérie installée dans les nodules,
piéger I'oxygene a proximité de la nitrogénase de la bactérie, pour éviter une accumulation ou

une élévation de pression de O2 (Doyle., 1998 ; Dart., 1977).

Ces bactéries rhizobium dans le sol peuvent étre libres, elles n'utilisent pas l'azote
atmosphérique. Attirées par chimiotactisme des poils absorbants des légumineuses, les
bactéries vont migrer dans la racine et former des nodules trés organisés (Cullimore., 2001 ;
Miklashevichs et al., 2001, Perret.,2000).

La légumineuse va émettre des molécules de type flavonoides pour inciter le gene du
Rhizobium a fabriquer l'enzyme nitrogénase (Long., 1996). On parle de conversation

moléculaire entre Rhizobium et la plante (fig. 2) (Lerouge., 1990).

I actcurs Nod

®

I'rot(‘ir(w nod

< enes nod

NodD
Fiavonoides

o
B
oH HO.
g - S
oH o o

o+ O
ILutdéoline Cénistéine

Figure 2: Dialogue moléculaire entre les Rhizobia et les Légumineuses.
A. (1) Les racines de la plante hote secretent des flavonoides. (2) Les flavonoides sont percus
par les Rhizobia et activent la protéine NodD a I’origine la transcription des génes nod. (3) Les
genes nod permettent la synthése et I’excrétion des facteurs Nod. (4) Les facteurs Nod sont
percus par les racines de la plante et induisent les premiéres réponses morphogenétiques a
I’origine de la formation des nodules. B. Structure de deux flavonoides : la lutéoline, secrétée
par Medicago truncatula et la genisteine, secrétée par Glycine max. B (Brencic et Winans.,
2005).

12
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I.1.7

Intéréts économique et thérapeutique des Fabaceae

1.1.7.1 Intéréts thérapeutiques

Les plantes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter diverses

maladies. On citera (Spichiger et al., 2004 ; El rhaffari., 2002).

>

Melilotus officinalis (L.) les Sommités fleuries de cette espece utilisée comme un
anticoagulant.

Melilotus altissima Thuill, utilisé pour le traitement Anti-cedémateux et Anti-
hémorroidaire.

Les graines de la plante Retama raetam Forsk sont fraichement broyées et appliquées
en cataplasme contre les étourdissements.

Les plantes Astragalus armatus Willd., Astragalus gombiformis Pomel et Crotalaria
saharae Coss. Sont utilisées contre les morsures de serpents et de scorpions.

Les feuilles de Genista saharae Coss. & Dur. Sont utilisées comme tisane pour traiter
les troubles digestifs

Les parties aériennes de la plante Genista microcephala Coss. & Dur. Sont utilisées par
voie orale pour le traitement des vers intestinaux, des intoxications alimentaires et des
infections microbiennes. Les feuilles de cette plante sont réduites en poudre et
appliquées localement pour soigner les cicatrisations des blessures.

La décoction des racines de 1’espéce Ononis natrix L. est employée pour traiter I’arthrite
rhumatoide, les problémes de prostate, les coliques néphrétiques et les troubles digestifs

ainsi que la constipation.

1.1.7.2 Intéréts économiques

>

De nombreuses especes de la famille Fabaceae sont utilisées comme plantes
alimentaires, fourragéres ou comme fertilisants verts (Wichtl et Anton., 2003 ; Bado.,
2002 ; Bruneton, 1999 ; Skerman., 1982).

Astragalus gummifer Labill riche en polysaccharides, amidon et substances minérales.
Exsudation gommeuse est utilisée comme émulsifiant ou Laxatif.

Cytisus scoparius Link (Genét a balais) contient les Amines, les Flavonoides et les
Alcaloides (spartéine). Les Rameaux et les Fleurs sont utilisés comme source

industrielle de spartéine.

13
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> Derris spp contient les roténoides. Les racines sont utilisées comme insecticide pour
I’agriculture biologique et ichtyotoxique.

> Les Graines de Glycine max (L.) Merr (Soja) riche en protéines isoflavonoides
saponines, stérols et lécithine, utilisés dans la synthése de phyto-cestrogénes, de
lécithines, phytostérols (stigmastérol et sitostérol).

> Les Racines de Glycyrrhiza glabra L (Réglisse) contient les Flavonoides
et les Saponines (glycyrrhizine), utilisés comme Matiére premiére pour la confiserie
(aromatisant, édulcorant), pour le traitement Antitussif, Antiulcéreux gastrique et anti-
inflammatoire.

> Trefle, Luzerne, Sainfoin (Onobrychis) utilisé comme fixateurs d’azote atmosphérique
par la présence de symbiose racinaires aves Rhizobium, utilisé comme engrais vert.
(Dupond., 2015 ; Martin.,2014).

» Certaines especes sont particulieérement toxiques, par la présence d’alcaloides ou de
lectines : Arbus prectorious, Cytisus scorapius, Labumun anagyroides, Lathyrus div.sp.,
Lupinus div.sp., Physostigma Venenosium. (Martin., 2014 ; Spichiger et al., 2004).

1.2. Présentation du genre Astragalus

L’Astrgalus est considérée comme le genre le plus important chez les plantes a fleur
(Watrous et Cane 2011), il représente également 1I’un des genres les plus populaires de la
famille des fabacées (Li et al., 2014 ; Scherson et al., 2008 ; Ozenda 1991). L’Astragalus
comporte environ 3000 espéces d'herbes, de sous-arbustes ou d'arbustes annuels ou pérennes
qui prévalent dans les régions et arides tempérées (L.i et al., 2014), il se caractérise par son fort
taux de diversification morphologique et sa large répartition géographique (Li et al., 2014 ;
Zarre et Azani, 2013). L’origine probable du genre Astragalus est 1’Eurasie et plus
précisément les régions situées entre les montagnes du sud-ouest asiatique et le plateau de
I’Himalaya (Podlech, 1986 ; Lock et Simpson 1991).

1.2.1. Description botanique du genre Astragalus

Astragalus L. (Légumineuses) Papilionidés, c’est une plante sous-ligneuse, a feuilles
composées, pennées a folioles entieres, stipulées (Paul et al., 1836), peuvent avoir jusqu’a
quarante-cinq folioles. La fleur d’Astragalus : papilionacées, en grappes axillaires (Paul et al.,
1836) est composeée par un calice tubulaire en cloche, a cing dents subégales ou tres inégales.
Les pétales généralement longuement onguiculés. Etendard dressé. La carene égalant environ
les ailes (Quezel et santa., 1962). Les étamines sont diadelphes (Quezel et santa., 1962 ; Paul
et al., 1836), a gaine fendue au sommet (Quezel et Santa., 1962). L’ovaire pluri-ovule a ovules
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sur deux rangs (Quesel et Santa., 1962), Style glabre, Stigmate petit (Gatin., 1965). Le fruit
est une gousse de forme variée, rarement uniloculaire, généralement a deux loges plus ou moins
complétes par intro flexion de I’une des sutures, déhiscente ou indéhiscente (Quezel et Santa.,
1962). Gousse sessile ou un peu stipitée (Paul et al., 1836) gousse non divisée transversalement
en article successifs. Gousse divisée longitudinalement en deux loges par une cloison ou
profond sillon (Ozenda., 1977). La gousse peut développer également une fausse cloison
longitudinale par intra flexion (Dupont et Guignard., 2012).

Figure 3 : Astragalus adscendens.
A : partie aérienne ;1 : feuille bipennée ; 2 : fleur zygomorphe ; 3 : les étamines, 9 soudes et 1
libre ; 4 : pistil ; 59 et 10 : gousse ; 6 : étendard ; 7 et 8 : ailes.
(http://plantcurator.com/medicinal-plants-german).

Selon (Ozenda., 1983) le genre de 1’Astragalus est divisé en trois séries selon 1’épaisseur de
la gousse :
A : Gousse épaisse, renflé, dépassant un centimetre de diamétre, droite et des grandes fleurs
jaunes : série 1(Ozenda., 1983).
B : Gousse étroite ne dépassant pas cing millimetres de diamétre, droite ou fortement arquée,
et des fleurs de teinte variable, il est fractionné en deux selon I’état de gousse :
1-Gousse arquée en demi-cercle, et d’épaisseur réguliere : série 2 (Ozenda., 1983).
2-Gousse droite ou peu arquée, plus ou moins dilatée : série 3 (Ozenda., 1983).
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A. gombiformis

A. okkensis

Figure 4 : Quelques gousses des plantes du genre Astragalus présentes en Algérie (Ozenda.,
2004).

La croissance des especes de genre Astragalus se produit de I’automne au printemps

elles demeurent vertes pendant I’hiver quand I’herbe est peu disponible (Colegate et al., 1985).
1.2.2. Répartition géographique du genre Astragalus

Le genre Astragalus représente I’un des plus grands genres de la famille des Fabaceae, il est
largement distribué dans le monde entier (Ozenda., 1991). Environ 3000 especes du genre
Astragalus se propagent dans les zones continentales et les régions arides de 1’ouest de
I'’Amérique du Nord (400 especes) et d'Asie centrale (2000 a 2500 espéces). D'autres especes
sont également présentes dans les régions tempérées d’Amérique du Sud et d'Afrique du Nord,
de I'Est et du Sud (Boual et al., 2015 ; Liston et Wheeler., 1991 ; Davis., 1982). Les especes
d'astragales qui se développent en Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie) sont des plantes
arabo-sahariennes méditerranéennes. lls sont représentés par plus de 50 espéces délimitées en

plusieurs sections. (Ozenda., 1991 ; Quezel et Santa., 1963).

2 o

Figure 5 : Répartition géographique des especes appartenant au genre Astragalus (Hewood.,
1996).
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1.2.3. Classification systématique
Selon Quézel et Santa (1962) et Lock, Schrire (2005), la classification botanique menant

au genre Astragalus est la suivante :

= Régne: Plantae.

= Sous Régne : Tracheobionta.
= Division : Magnoliophyta
= Embranchement : Spermatophytes.

= Sous embranchement: Angiospermes.

= Classe: Magnoliopsida
= Sous classe : Rosidaceae.

= Ordre: Fabales.

= Famille : Fabaceae.

= Sous famille : Papilionaceae.
= Tribu: Galegeae.

= Sous Tribu : Astragalina.

= Genre: Astragalus L.

1.2.5. Les especes du genre Astragalus

Le genre Astragalus est assez bien représenté en Algérie. En effet, la flore algérienne
comporte 40 especes d’astragales (45 taxons en comptant les sous especes) (Quézel et Santa.,
1962).

A okkensis

Figure 6 : Quelques especes du genre Astragalus présentes en Algérie (Ozenda P., 2004).
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Ces espéces se divisent en especes annuelles et vivaces appartiennent a différentes aires
de répartition (Tableau 3) (Quézel et Santa., 1962).

Tableau 3 : Especes du genre Astragalus L. en Algérie décrites par Quézel et Santa (1962).

Type de plante Especes Chorologie

A. cruciatus Link. Meéditerranéen-Saharien
A. mauritanicus Coss. Et Dur. Betico-Rifain
A. corrugatus Bertol.
A. gyzensis Del. Sahara —Sindien
A. eremophilus Boiss.
A. mareoticus Del.
A. gryphus Coss. Et Dur. Endémique. Nord-Africain
A. scorpioides Pourret Ibéro-Mauritanien
A. geniculatus Desf.
A. sesameus L. West Méditerranéen
A. stella Gouan

2 A. hamosus L.

S . .

= A. baeticus L. Meéditerranéen

< : :
A. epiglottis L.
A. echinatus Murr.

A. sinaicus Boiss.

Meéditerranéen. Irano-Tour

A. tribuloides Del.

Saharien

A. gombo Coss. Et Dur.

A. gomboeformis Pomel

Endémique. Nord Saharien

A. edulis Coss. Et Dur.

Marocain

A. peregrinus Vahl.

Est médéteranien
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A. pseudotrigonus Batt. et Trab.

A. akkensis Coss.

Endémique. Saharien

A. Vogelii (Webb).

Paléo-tropical. Saharien

A. armatus Willd

Nord-Africain

A. Faurei Maire

Endémique. Traras

Vivace

A. falciformis Desf.

Endémique. Nord-Africain

A. glaux L.
. Narbonensis Gouan

. incanus L.

Ouest Méditerranéen

. bourgeanus Coss. N/A 'V

. tenuifoliosus Maire

Ibéro-Mauritanien.

Méditerranéen

. Font-queri Maire

Endémique. Est Marocain

.caprinus L. 16 V

. lusitanicus Lamk

Meéditerranéen.

A
A
A
A
A. monspessulanus L. 16 V
A
A
A
A

. depressus L.

Montagnard méditerranéen

A. Onobrychis L.

Européen- Irano-Touranien

1.2.5.1. Description botanique du genre Astragalus

Le nom générique est dii a la ressemblance des gousses de certaines especes avec 1’os du talon

ou astragale. Le terme armatus, s’applique aux aiguillons vulnérantes dont cette plante est «

armée ».

Plante vivace trés épineuse, a tiges ligneuses dressées, ne dépassent guére 60 cm de haut.

Feuilles pétiolées, imparipennées, composées de folioles étroites d’un vert foncé. Fleurs

médiocre axillaires. Calice tubuleux a 5 dents courtes, souvent rougeatre. Corolle étroite, d’un

bleu rose, a 5 pétales — dont 1’étendard plus ou moins dresse. 10 étamines, dont 9 a filets soudes

et 1 libre. 1 style. Fruits : gousses a I’intérieur du calice gonflé, papyraceé, a réseau de nervure

tres dense.
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Hérisse de longues et fortes épines, cet Astragalus retient 1’attention lorsqu’au tour des fruits,

les calices membraneux ballonnent tout au long des tiges, avant de s’envoler au gré du vent,
emportant avec eux, enfermées dans leurs gousses, les précieux graines a disséminer
(Beniston,1984).

1.2.6. Etudes phytochimiques antérieures du genre Astragalus
Le genre Astragalus est trés connu par sa richesse en secondes metabolites. Des
précédentes investigations phytochimiques de diverses espéces d’Astragalus ont montrés

principalement I’isolement et la caractérisation de deux principales classes qui sont :

> Les saponines : Deux saponines tridesmosidiques acylés (armatoside | et 1) et deux
glycosides de type cycloartane (trigonoside Il et trojanoside H) étaient isolés des
racines de A. armatus Willd (Niu et al., 2011 ; Avunduk 2008).

> Les flavonoides (Sun et al., 2011 ; Yahara et al., 2000) huit flavonoides provenaient
de ses parties aériennes florale (Khalfallah et al., 2014).

Cependant, les chercheurs sont principalement concentrés sur l'isolement et I'élucidation
de triterpénes de type cycloartane (Savran et al., 2012 ; Polat et al., 2010), de triterpenes de
type Oléane (Gulcemal., 2013), flavonoides (Benchadi et al., 2013 ; Chaturvedula et
Prakash., 2013) et isoflavonoides (Zheng Zhong CAO et al., 1998) de diverses especes. Les
stérols (Niu et al., 2011 ; Sun et al., 2011), Les polysaccharides et les composes phénoliques
sont aussi abondants dans ce genre, tandis que les composées toxiques qui se constitue de nitro-
toxine, imidazole, alcaloides (Niu et al., 2011 ; Khalfallah et al., 2014).

1.2.7. Astragalus en médecine traditionnelle

1.2.7.1. En médecine humaine

Les espéces du genre Astragalus sont appréciées dans la médecine traditionnelle a
travers le monde et utilisées comme herbes médicinales contre 'ulcére de I’estomac, la toux,
la bronchite chronique, I’hypertension, les troubles gynécologiques, diabéte et les morsures
venimeuses de scorpion ainsi que pour le traitement du diabete (Bellakhdar., 1997) de la

néphrite, de la leucémie ou du cancer de I’utérus (Sun et al., 2011).

Beaucoup de ces espéces étaient largement adoptées pour augmenter la résistance
immunitaire et permet au corps de résister au froid. Etant un vasodilatateur et diminue les sueurs

excessives. Il aaussi des propriétés antimicrobienne, anti-inflammatoire (Fathiazad et al., 2010
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; Iserin., 2001), le soulagement de la depression (Choudhary et al., 2008 ; Avunduk et al.,
2007) et comme diurétique et tonique (Fathiazad et al., 2010 ; Iserin., 2001).

Traditionnellement, 1’Astragalus est appelé "Gendoul", et est utilisé pour le traitement
de diverses maladies (Trabut., 1935).

» A Ghardaia, par exemple, les différentes parties de la plante Astragalus armatus Willd
(I'écorce et les graines) sont frequemment utilisées pour le traitement de différents types
de plaies et de problémes d'estomac, de douleurs, de fievre et de constipation (Voisin.,
1987).

» En Tunisie, il est utilisé comme tonique, stimulant et en cas d’anémie (Khalfallah et
al., 2011). Augmenter I’endurance et les défenses immunitaires de 1’organisme. Les
racines séchées de cette plante sont de plus en plus prescrites (Hans., 2007).

» En Europe pour prévenir les rhumes et les infections virales et pour soulager les douleurs
menstruelles (Hans., 2007).

> En médecine traditionnelle chinoise, est utilisé pour traiter les maladies de I’ceil, la
cirrhose, et les maladies de la gorge (Cakilcioglu et Tiirkoglu., 2010 ; Lev, 2002 ;
Tang et Eisenbrand, 1992).

1.2.7 .2. En médecine vétérinaire

Parmi certains arbustes du désert, I’Astragalus armatus Willd, est importante pour la
production animale en raison de son valeur nutritive potentiellement bonne. La valeur de cette
plante dans la nutrition animale est associée a des caractéristiques telles que son offre
abondante. En outre, 1’espéce mentionnée est répandue dans les zones ou I’élevage est une
source essentielle de revenus pour les agriculteurs, contrairement aux plantes annuelles qui
ont généralement des périodes de croissance plus courtes et des rendements plus faibles
(Gokkus et Koc., 2001).

1.2.7 .3. Autres usages de I’Astragalus

Le fourrage reste I’'usage le plus commun du genre Astragalus. D’un point de vue
écologique, ce genre permet de lutter contre 1’érosion des sols tout en améliorant leur qualité
(Williams., 1981). Les astragales ont des propriétes nutritionnelles et cosmétiques. Elles sont
utilisées aussi comme substituants de nombreuses boissons comme le café ou le thé (Li et al.,
2014) comme les feuilles de A. glycyphyllos (Motta F., 1962). En Turquie, de nombreuses

especes ont été exploitées dans la production de la gomme adragante a usage alimentaire et
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pharmaceutique, ainsi que comme agents médicinaux et cosmétiques en s'appuyant sur leur

richesse en acides aminés, polysaccharides et éléments métalliques (Calis et Sticher., 1996).

1.2.8. Activités biologiques

Des précédentes études sur plusieurs espéces d’Astragalus ont démontrées que ce genre posséde
des propriétés pharmacologiques (Huang et al., 2009), notamment des activités biologiques en
particulier des propriétés antivirales et hépato protectrices, en plus de stimuler la réponse
immunitaire (Linneke et al., 2011 ; Huang et al., 2009). Des activités cardiotoniques, anti-
oxydants, cytotoxiques, anticancéreuses ainsi que des effets anti-inflammatoire et analgésique
ont également été constatés (Huang et al., 2009), Certaines especes du méme genre sont
reconnues pour leur potentiel anti-transpirant, diurése, détoxication et tonique. Cela pourrait
sans doute étre attribué a I’existence de nombreux métabolites secondaires bioactifs, notamment
des alcaloides, des anthraquinones, des flavonoides et des saponines. (Niu et al., 2011 ; Sun et
al., 2011).

Tableau 4 : Les activités biologiques que possédent certains métabolites secondaires isolés du
genre Astragalus.

Metabolites

secondaires

Activités biologiques

Références

Polysaccharides

Antitumorale

Améliore ’'immunité in vitro et in

vivo

(Simee et Verbiscar, 1995 ; Liu et al.,
1994)

Triterpénes glycosylés
a
squelette cycloartane

Et océaniens

Immunostimulante

Antiprotozale
Antivirale
Cytotoxique
Cardiotonique
Adjuvante

Cicatrisation des plaies

(Yesilada et al., 2005 ; Bedir et al.,
2000 ; Cals et al., 1997)

(Ozipek et al., 2005 ; Isaev et al., 1989)
(Gariboldi et al., 1995)

(Radwan M. et al., 2004)
(Khushbraktova et al., 1994)
(Nalbantsoy A et al., 2011)

(Huang et al., 2009)

Flavonoides

Antibactérienne
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Cytotoxicité contre la leucémie de
la ligne cellulaire HL-60 et
I’hépatome de la ligne cellulaire

SMMC-7721

(JiaCetal., 2012)

Autres triterpenes
a

squelette cycloartane

Anti-inflammatoire, Analgésique
Diurétique

Hypotensive et sédative

(Cals et al., 1997)
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I1. Les composés phénoliques

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. (Bruneton, 1999)

Ces composes manifestent une grande diversité de structures : quinones, coumarines,
acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes et xanthones. Ces structures
peuvent étre diversement substituées (glycosylées, estérifiées, acylées...).

Les différentes études phytochimiques réalisées sur les especes du genre Astragalus (Fabaceae)
ont montré la présence de polyphénols sous forme de flavonoides, terpenes et saponosides nous

présenterons ici un apercu bibliographique non exhaustif sur ces métabolites secondaires.

I1. 2. Présentation des flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une tres large gamme de composes naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont
en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. La classe des
flavonoides est 1'une des plus abondantes, et a ce jour, plus de 6500 structures naturelles ont
été isolées et caractérisées, repartie en 12 squelettes de base. Ce groupe de composés est défini
par une structure générale en C15 caractérisée par un enchainement C6-C3-C6. lls ont une
origine biosynthétique commune et possédent la méme structure de base a savoir

I’enchainement 2-phénylchromane (Fig. 7) (De Rijke et al., 2006).

Figure 7: Structures du 2-phényl chromane ou noyau flavane (A) et du 2-phényl chromone

(B).
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11.2. 1. Classification des flavonoides

On distingue plusieurs classes de flavonoides (Bruneton 2009., Ghedira, 2005) Les

dérivés du 2-phénylchromone

Cette classe regroupe les flavones, flavonols, flavanones et les dihydroflavonols. Chez
ces molécules, le cycle A est dans la plupart des cas substitué par deux hydroxyles phénoliques
en position 5 et 7 et le cycle B par un hydroxyle en position 4' ou deux hydroxyles en position
3' et 4' (Fig. 8). Les flavanones et dihydroflavonols sont caractérisés par I’absence de double
liaison en position 2, 3 et par la présence de centres d’asymétrie. Chez les flavanones naturelles,
le carbone C-2 est normalement de configuration 2S et chez les dihydroflavonols hydroxylés

en position 3, la configuration est généralement trans (2R, 3R).

R=H (apigé/nol) R=H (kaempférol)
R=0OH (lutéolol) R= OH (quercétol)
Flavones Flavonols

OH (¢} OH (0]
R=H (naringétol) R=H (dihydrokaempférol)
R=OH (ériodictyol) R= OH (dihydroquercétol)
Flavanones Dihydroflavonols

Figure 8: Structures des flavones, flavonols, dihydroflavonols et flavanones.

a. Les dérivés du 2-phénylchromane

Les catéchols (flavan-3-ol) et les leuco anthocyanes (flavan-3,4-diols) ne possedent pas
de fonction carbonyle en position 4. Ils sont poly-hydroxylés de la méme fagcon que décrite pour
les dérivés du 2-phénylchromone (Fig. 9).
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OH OH

R=H, afzéléchol
R=0H, catéchol

Flavan-3-ol Flavan-3,4-diols

Figure 9 : Structures des flavones, flavonols, dihydroflavonols et flavanones

b. Les chacones et aurones
Les chacones sont dépourvues de 1’hétérocycle central et sont caractérisées par la
présence d’un chainon tri carboné, cétonique, a, f-insaturé (Fig. 10). Les substitutions sur le
noyau A sont le plus souvent identiques a celles des autres flavonoides mais le noyau B est

assez fréquemment monosubstitué ou non substitué.

Les aurones sont des homologues des flavones mais a noyau C pentacyclique.

OH

HO HO

R=H, isoliquiritigénine,

R=0H, Butéine (Hispidol)

Chalcones Aurones

Figure 10 : Structures des flavones, flavonols, dihydroflavonols et flavanones.

11.2.2. Propriétés thérapeutiques des flavonoides

Les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement prises en compte dans le
domaine médical ou on leur reconnait diverses activités trés intéressantes : anti-inflammatoire,
antivirale, antibactérienne, anti-allergique et antitumorale (Xu et al., 2007). L’interaction des
flavonoides avec de nombreux radicaux a été exploitée dans plusieurs études afin de déterminer

les éléments majeurs de ’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel redox (Rice-

Evans., 1996).
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Les flavonoides sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres
oxydants comme le superoxyde, le peroxyde, I’alkyle et I’hydroxyle par L’activité anti-
radicalaire des flavonoides (Halbwirth, 2010 ; Kale et al., 2008 ; Mladinka et al., 2010 ;
Rufer et al., 2006).

Est conditionnée par :

e Pour le cycle C : la présence d’une double liaison en 2,3 avec un groupement oxo en 4
et un hydroxylation en 3
e Pour le cycle A : un d’hydroxylation en 5 et 7

e Pour le cycle B : une ortho-d *hydroxylation.

Le potentiel antioxydant des flavonoides peut aussi s’expliquer par la capacité de
chélation des ions métalliques par les flavonoides (Halbwirth, 2010 ; Leopoldini, 2010).Cette

capacité est trés largement dépendante du nombre d’hydroxyles dans la molécule (Halbwirth,
2010).

Les trois sites de chélation principaux (Mladinka et al., 2010), se situent :

e Entre I’hydroxyle en 5 et le carbonyle en position 4
e Entre I’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en 4

e Entre les deux hydroxyles en positions 3' et 4' sur le cycle B

Certains flavonoides ont également démontré un potentiel d'agent vasodilatateur
(Goodman et Chan., 2004). Ils ont été surnommes les « modificateurs naturels des réponses
biologiques » (Middleton et al., 2000).

Une panoplie d'études in vitro ont ensuite montré que les flavonoides peuvent moduler
I'activité d'une grande variéeté d'enzymes impliquées dans des voies importantes qui régulent la
division et la proliféeration cellulaire, Il'agrégation des plaquettes, la détoxification,
I'inflammation et la réponse immunitaire (Middleton et al., 2000), ils sont donc capables de
modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires. Récemment, plusieurs études
épidemiologiques ainsi que des études réalisées dans différentes lignées cellulaires ont
démontré le potentiel antitumoral et anticancéreux des flavonoides (Ramos., 2007 ; Yang et
al., 2001 ; Birt et al., 2001).
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Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, la quercétine et la
catéchine, tres abondantes dans les aliments, sont trés citées. (Tomofuji et al., 2009 ; Pietta.,
2000). Par ailleurs, les flavonoides ont déja été utilisés pour le traitement des cataractes
d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent I’aldose réductase (Ouali et al., 2007 ; Goodarzi et
al., 2006).

D’autre part, les flavonoides jouent également un role clé dans la signalisation entre les
plantes et les microbes, dans la fertilité masculine de certaines espéces, dans la défense en tant
gu'agents antimicrobiens et dissuasifs alimentaires, ainsi que dans la protection contre les
rayons UV (Dixon et Patinette., 2010 ; Winkel-Shirley., 2001). Les flavonoides exercent
également une activité significative lorsqu'ils sont ingérés par les animaux, et leurs avantages
potentiels pour la santé sont particulierement intéressants. Une grande attention est actuellement
portée aux flavonoides, qui se trouvent dans les graines, les herbes, les fleurs, 1’huile d’olive,

le the et le vin rouge (Dixon et Pasinetti., 2010).

I1. 3. Présentation des saponosides

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires, abondamment

trouvés dans certaines familles du régne végétal. (Sparg et al., 2004)

Leur nom provient du latin sapo signifiant "savon" en raison de leurs propriétés a former

des solutions moussantes en presence d'eau. (Dewick., 2002).

Ce sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, qui se composent d’une partie
lipophile I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique. Cette combinaison
d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique leur comportement
moussant en solution aqueuse. Ils possédent en outre un large spectre de propriétés biologiques
et pharmacologiques notamment des propriétés immunomodulatrice, immuno-adjuvante,

cytotoxique, antitumorale et hypocholestérolémiante (Lacaille-Dubois, 2000).

Les chaines oligosaccharidiques greffées sur 1’aglycone sont soit linéaires, soit

branchées et peuvent renfermer jusqu’a 11 monosaccharides.

La partie osidique est souvent la plus inactive, tout en exergant un effet favorable sur la
solubilité du glucoside et son absorption, voire son transport vers tel ou tel organe. L'effet
thérapeutique est déterminé par la seconde partie. La partie sucre et l'aglycone sont

normalement liées par une fonction éther ou ester.
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11.3.1. Classification des saponosides

Au niveau structural, les saponines sont classées en deux groupes en fonction de la
nature de leur génine pouvant étre de type stéroidique ou tri terpenique (Bruneton, 1999).
11.3 1.1. Saponosides a génines stéroidiques

Ils sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones et
possedent un squelette de 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles. Ce
sont des dérivés du noyau formosane et spinosante (Fig. 11). Ces saponosides ont généralement

un hydroxyle en position 3. Ce dernier est le plus souvent substitué par une chaine osidique.

OH
26

OH

Spinosante formosane

Figure 11 : Principaux squelettes stéroidiques.

I11. 3.1.2. Saponosides a génines tri terpéniques

Ils constituent la majorité des saponines des angiospermes dicotylédones (Sparg et al.,
2004). Et possédent un squelette de 30 atomes de carbone qui comporte habituellement cing
cycles (Fig.12). Ce sont des dérivés du noyau Oléane, urane, lupane, Friedel ane, havane
(pentacycle), ou parfois du noyau dammarane, cucurbitane, lanostane et cycloartane

(tétracycle).

29



1€ Partie : Recherche bibliographigue Chapitre 11

2
23 24 23

Friedelane Lupane

Dammarane Cucurbitane Lanostane

Figure 12 : Principaux squelettes tri terpéniques rencontreés.

Il. 4. Les sucres
Le D-glucose, le D-galactose, le D-xylose, le D-fucose, le D’apios, le L’arabinose, le L-
rhamnose et 1’acide D-glucuronique (fig. 13) sont les oses les plus fréquemment rencontrés dans

la structure des saponosides.

OH H OH HOOC
Q o]
o] O HO OH HO OH
HoZ OH Lo OH M«f H
OH OH OH OH
D-glucose D-galactose D-xylose Acide D-glucuronique
OH
HO
OH CHs
HsC o
A\ 5O HO ° OH
HO HO
HO
OH OH OH
L’arabinose L-rhamnose D-fucose

Figure 13 : les différents monosaccharides rencontrés dans les saponosides.
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I1. 5. Les acides organiques

Divers acides peuvent estérifier les saponosides au niveau de 1’aglycone ou au niveau

des sucres (Fig. 14). Ceux qui sont le plus fréquemment rencontrés sont les suivants
(Hostettmann et al., 1995) :

COOH

/ COOH

Ry

HO—C

\O
CH,

CH3CH,-CH-COOH

Acide benzoique
Acide salicylique
Acide N-

méthylanthranilique

Acide cinnamique
Acide p-coumarique
Acide 4-

méthoxycinnamique
Acide 3,4-
diméthoxycinnamique
Acide 3,4,5-
triméthoxycinnamique
Acide férulique

Acide angélique

Acide acetique

Acide isobutyrique

NH Me

R R1
H H
OH H
OCHj3 H
OCH3z OCHs
OCH3; OCHs3
OH OCHs3

OCHs

Figure 14 : les differents acides organiques rencontrés dans les saponosides (Hostettmann et

al., 1995).
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1.5 1. Propriétés biologiques des saponosides

De nombreuses études biologiques ont montré que les saponosides possedent des
propriétés biologiques et pharmacologiques diverses : molluscicide, anti-inflammatoire,
antifongique, antimicrobienne, antiparasitaire, cytotoxique, antitumorale, immunostimulante et
immunomodulatrice (Lacaille-Dubois., 2005 ; Lacaille-Dubois et Wagner., 2000 ; Lacaille-
Dubois et al., 1996).

> Activités cytotoxique et anti-tumorale
De nombreuses saponines ont montré une activité cytotoxique in vitro envers une grande
variété de lignées cellulaires cancéreuses (Gauthier., 2008). Les valeurs d'Clsp mentionnées
dans la littérature varient entre environ 4 pg/ml et 20 pg/ml en fonction de la nature de la
saponine et de la lignée cellulaire (Gauthier., 2006). En effet, les saponines a génines
stéroidiques et triterpéniques exercent des activités biologiques trés variées telles que :
> Activité hemolytique
Le pouvoir des saponosides a lyser les globules rouges ou hémolytique (érythrocytes)
est connu depuis trés longtemps. Cette propriété peut étre utilisée comme moyen de détection
au sein des plantes. Cependant, en raison de la variation structurale de cette classe de
métabolites secondaires, chaque saponoside n’est pas forcément hémolytique. Le phénoméne
d’hémolyse est expliqué par I’adsorption du saponoside sur la membrane cellulaire des
érythrocytes. Cette adsorption se ferait par complexation du saponoside avec les stérols
membranaires. Le pouvoir hémolytique dépend de la nature de la génine et du nombre d’unités
osidiques (Alabdul Magid., 2005).
» Activité immunostimulante
Depuis gquelques années, des recherches sur des saponines mentionnent également des
activités antiapoptotiques sur différents types de cellules : Jurkat (lymphocytes T humains
leucemiques), tératocarcinome F9, hépatocytes humains, SK-HEP-1, macrophages des tissus
périphériques (Gaidi et al., 2002 ; Park et al., 1997).
> Autres activités
Une autre application importante des saponines réside dans leur utilisation comme
adjuvants dans la production des vaccins. Quelques sapogénines stéroidiques sont des matiéres
premieres importantes utilisées dans la production des hormones stéroidiques dans I’industrie
pharmaceutique. Les saponines possedent d’autres propriétés : expectorante, hypoglycémique,

vasoprotectrice, hypocholestérolémique
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Certains autres saponosides a squelette cycloartane comme [’oleifolioside A,
oleifolioside B, cyclocanthoside E et astragaloside II, isolés tous de 1’espéce Astragalus

oleifolius, sont trés actifs contre la leishmaniose (Sparg et al., 2004).
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I1.1 Stress oxydant

Le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production d’especes
réactives oxygénées (EOR) et leur destruction par des systemes de défense antioxydants
(Christophe et al., 2011 ; Papazian et al., 2008). La réduction univalente de 1’oxygeéne résulte
dans la formation d’espéces oxygénées réactives (EOR) tels que les radicaux libres (anion
superoxyde, radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygéne singulet). Dans les
conditions physiologiques normales, les espéces réactives oxygénées (ERO) sont produites en
faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions énergétiques ou
de défense, et cela sous le contréle de systemes de défense adaptatifs (vitamines, enzymes,
oligoéléments) qui permet de réguler cette production afin de prévenir tout dégat cellulaire
excessif. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-oxydant/ anti-oxydants est en équilibre.
Cette derniére peut étre rompue pour diverses raisons en faveur du systéme pro-oxydant, et est
alors a I’origine d’un stress oxydant. (Favier., 2003 ; Pincemail., 1999).

Systémes non enzymatiques (vit. C & E, caroténoides, polyphénols, GSH)
Enzymes (SOD, GPx, catalase, peroxiredoxines}

Protéines de choc thermique

Glycosylases d"ADN

/

Molécules antioxydantes

1 = Stress oxydant
v— (T production nette
d oxyvdants)
Molécules oxydantes

/

ROS : - radicaux libres (O, OIL, 'O, . )
- peroxydes (H.O.. ..

Figure 15 : Composantes de la balance entre les molécules anti-et pro-oxydantes (Pincemail.,
1999).
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I11.2. Les especes réactives de I’oxygene (ERO)

L’oxygene est un radical libre peu réactif, présent le plus souvent sous forme de
dioxygene. Physiologiquement et dans certaines circonstances, il est a I’origine de la formation
de dérivés plus réactifs appelés especes réactives oxygénées (ERO). Ces molécules sont
indépendantes (libres) en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié
sur une orbitale). Cela leurs confere une grande réactivité donc une demi-vie trés courte. En
effet, ces molécules auront toujours tendance a remplir leur orbitales en captant un électron
pour devenir plus stable. (Goudable et Favier., 1997). Les principaux (ERO) physiologiques
sont les intermédiaires meétaboliques entre 1’oxygene et 1’eau (radical superoxyde (‘O2°),
peroxyde d’hydrogéne (H20>) et radical hydroxyle ((OH)), ainsi que le monoxyde d’azote (NO")
et son derivé : le peroxynitrite (ONOO") (Fig. 16).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que I’exposition aux radiations
ionisantes (exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution,
le contact avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de
certains médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger
les réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante (Medart.,
2009 ; Poirier., 2004).

Lumiére UV oxydases
10, ' —— 0, |——s | H;O;

Oxygéne singuler Oxygéne croxyde d'lhydrogénes

Superoxyde

Cycles redox l dismutases myéloperoxidase
NADPH ox
e

mitochondrin

NO* 0;" HOCI

- . Fel+
Monoxyde d'azove Anign superoxyde

ONOO - OH"

peroxynitrite Radical hydroxyle

aved

Nitration des

Activation Oxydation Peroxydation Oxydation def
protéines des cascades des protéines Lipidique I’ADN
de Kinases

Figure 16 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1I’oxygene

(Favier, 2003).
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111.2.1 Antioxydants et systemes de défense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation
de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites

molécules hydro-ou liposolubles (Cano et al., 2006).

Plusieurs processus de défense contre les ERO existent de maniére a contrer leurs effets
néfastes sur les fonctions cellulaires. La premiéere ligne de défense est leur captation par des
systemes non enzymatiques tels que les vitamines C et E, les caroténoides, les polyphénols et
le glutathion réduit, et plusieurs enzymes dont les plus importantes sont les enzymes superoxyde
dismutases (SOD), la glutathion peroxydase, la catalase et les peroxiredoxines (Piquet et
Hebuterne., 2007 ; Boldyrev., 1993).

Des concentrations tissulaires normales d’antioxydants suppriment les processus
oxydatifs et protégent les tissus. Par contre, lorsque cette premiére ligne de défense
antioxydante n’est plus suffisante, des mécanismes secondaires sont recrutés pour réparer les
dommages subis et préparer les tissus contre les futures attaques oxydantes. Ces mécanismes
inclus les genes et les protéines induits par le stress tels que les protéines de choc thermique et
les enzymes de réparations oxydantes comme les glycosylases d’ADN qui sont activées une

fois les dommages subis (Fig. 17).

VitE
Tocopherol Vit € i ‘
.: :‘ Glutathion
Nicotinamide
X o OH Radical
,M— Ascorbyl GSH NADP
X /VVL Acide i i i i
Ascorbique GSSG NADPH

Figure 17 : Les défenses antioxydantes : complémentarité entre systemes non enzymatiques

et enzymatiques (Leverve., 2009).
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111.2.2 Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion

peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de

notre organisme contre les EOR.

% Lacatalase : catalyse la dismutation de I’H202 pour donner 2 H20. C’est un complexe

X/

X/

*

tétramérique contenant un heme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La
catalase est liée au NADPH qui la protege et améliore son activité (Ichai et al., 2011).
La superoxyde dismutase : est une des rares enzymes capables d’avoir un radical
substrats, en 1’occurrence 1’anion superoxyde. Le superoxyde dismutase transforme les
radicaux superoxydes (O2™-) en peroxyde d’hydrogéne (H202), ce dernier étant
beaucoup moins réactif. Le peroxyde d’hydrogene produit sera ensuite détoxifié par la
catalase (Ichai et al, 2011).

La glutathion peroxydase : catalyse 1’oxydation du glutathion aux dépens du peroxyde
d’hydrogéne (Levraut et al., 2003), Elle peut aussi réagir avec d’autres substrats
comme les lipides expliquant son réle protecteur vis-a-vis la peroxydation lipidique. Son
site actif contient du sélénium et elle a besoin de glutathion réduit pour fonctionner.
C’est une enzyme ubiquitaire. Dans la cellule, on la trouve essentiellement dans le
cytosol et les mitochondries.
C’est une des défenses antioxydantes les plus importantes de 1’organisme (Ichai et al,
2011). Contenant un heme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase

est liée au NADPH qui la protége et améliore son activité (Ichai et al., 2011).

Les thiorédoxines : Les thiorédoxines sont des enzymes qui réduisent les ponts
disulfures. Une fois oxydées a leur tour, elles sont régénérées par la thiorédoxine
réductase. Elles peuvent étre inhibées par la thioredoxin-interacting protein (Txnip).
Cette derniére peut étre activée en cas d’hyperglycémie par exemple : une cascade
signalétique impliquant la p38 MAP kinase induit 1’expression de Txnip, qui inhibe
alors I’activité de la thiorédoxine. L’équilibre redox est rompu et on voit apparaitre un

stress oxydant (Schulze et al., 2004).

111.2.3. Les antioxydants non enzymatiques

% Le glutathion : est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la

plus importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualite.
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Le glutathion est capable de réagir in vitro, avec les radicaux HO’, ROz, RO", 103,
ONOQO (Delattre et al., 2005).

La vitamine E : est le principal antioxydant de la famille des tocophérols. Le caractere
hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un rdle protecteur en empéchant
la propagation de la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres. (Yoshida et
al., 1993 ; Kaiser et al., 1990).

La vitamine C: La vitamine C ou acide ascorbique n’est pas synthétisée par
I’organisme. C’est un excellent piégeur des ERO qui peut protéger divers substrats
biologiques (protéines, acides gras, ADN) (Ichai et al, 2011 ; Retsky et al., 1999).
Les Carotenoides : agissent en tant qu’antioxydant en bloquant les radicaux libres.
Leur potentiel antioxydant pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré
tres tot (Monaghan et Schmitt., 1932) et ils sont capables de réagir avec les radicaux
libres par trois maniéres : par le transfert d’électron, d’hydrogéne ou par la liaison avec
le radical. lls sont également capables de régénérer la vitamine E et sont eux-mémes
régenérés par la vitamine C (Hermes., 2005).

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

Les tanins : La propriété majeure de ces molécules est celle d’étre antioxydantes
(Pietta., 2000). Ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits
au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce
qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides
(Cavin., 1999).

Les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et
de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes. Les conditions
structurales requises pour I’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires a

celles signalées pour les flavonoides (lgor., 2002).

111.3.3 Antioxydants de synthése

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des

antioxydants naturels. Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques phénoliques,

tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), (fig. 18) sont largement
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utilisés parce qu'ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur
sécurite est tres discutée car ils sont susceptibles de manifester des effets secondaires et méme
toxiques. Le BHA et BHT ont été suspectés d'étre responsables de lésions hépatiques et de la
carcinogenese (Sherwin., 1990 ; Wichi., 1988).

OH OH
C(CH,), (CHC C(CH,),
OCH, CH,
BHA BHT

Figure 18 : Structure chimique de BHA et BHT (Heloizy et al., 2010).

I11.4. Conséquence du stress oxydatif

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), (Jacob., 2007 ;
Davies., 1987) Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables
selon la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de forts
stress provoqueront une nécrose et la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet et al., 2010 ;
Favier., 2003).

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant :
mutation, carcinogenése, malformation des feetus, dépdt de protéines anormales, fibrose,
formation d’auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés, immunosuppression, accélérant le
vieillissement (maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer, diabete...)

(Pincemail et Defraigne., 2003 ; Favier., 2003).

111.5. Quelques activités biologiques antioxydantes

Les tests d'activite antioxydante sont effectues en utilisant plusieurs méthodes
dans la littérature. En raison de la complexité chimique des extraits, souvent un melange de
dizaines de composés avec différents groupes fonctionnels, polarité et comportement chimique

pourrait conduire a des résultats dispersés, selon le test employé. Par conséquent, une approche
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avec plusieurs tests pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus informatif et
méme nécessaire. (Gulsen., 2012)

111.5.1. Piégeage du radical 2.2 diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH") fut I’un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques (Brand Et Williams 1995 ; Blois., 1958). Il posséde un électron non apparié sur
un atome du pont d’azote (Fig. 20.). De couleur violette en solution. Lorsqu’il est réduit en
présence d’une substance réductrice (par un mécanisme combinant le transfert d’un atome
d’hydrogene et le transfert d’électrons), la couleur de la solution devient jaune. La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette due a
une recombinaison des radicaux DPPH", mesurable par spectrophotométrie a 517 nm (Brand
et Williams, 1995).

Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu généralement méthanolique,
qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants (Huang et al., 2005). La
capacite anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc & arréter la propagation de
la réaction en chaine) ne peut étre mesurée directement, mais par controle de 1’effet de la
réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction
comme La lumiére, I'oxygéne et le pH du mélange réactionnel affectent également I'absorbance
du DPPH.

] + Antioxydant -OH > | + Antioxydant-Os
N. NH
NDQ NOT I\Oz N02
DPPH (Violer) DPPHH (Jaune)

Figure 19 : Equation du radical DPPH transformé en DPPH (Talbi et al., 2015).
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111.5.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est une méthode de
mesure du potentiel antioxydant utilisée pour une grande variété de polyphénols, y compris les
acides phénoliques, les acides hydroxy cinnamiques, flavonoides, les caroténoides, les
anthocyanines, ainsi que pour des thiols et les antioxydants synthétiques, les vitamines C et E.
(Ozyurek et al., 2011). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu+2-Nc, produisant ainsi un
complexe chromogéne de Cu+-Nc qui absorbe a 450 nm. (Apak et al., 2011) (Apak et al.,
2004).

111.5.3. Capacité de piégeage du radical-cation ABTSe+

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et
stable trés utilisé pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant, capable de réagir avec des
antioxydants classiques phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogéne
ou d’électron. (Rice et al., 1997., Rice et Miller, 1996). Ce radical pourrait étre généré par
voies enzymatiques, chimiques et électrochimiques. (Roberta et al., 1999 ; Rice et Miller.,
1999 ; Bourbonnais et al., 1998 ; Campos et al., 1996 ; Miller et al., 1993 ; Childs et
Badsky., 1975).

Le radical ABTSe+ (absorbant a 734 nm) est formé par arrachement d’un électron e- a
un atome d’azote de I’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de He), I’atome
d’azote concerné piége un He, conduisant a I’ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la

solution (Lien et al., 1999).
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Figure 20 : Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He

(Lien., 1999).

111.5.4. Capacité de réduire I’ion ferrique (Pouvoir réducteur)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe*) dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par (Oyaiz., 1986). La présence des réductants dans les extraits provoque la réduction

de Fe3* complexe ferricyanide a la forme ferreuse. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en

mesurant I’augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700

nm (Ou et al., 2001).

]. N RN (\
o & = My ,,
) &G )\f
/F Iiny _ e(a
z \ = \
N
/N | \‘\N = | = /N RH / I o
N S N ™
EWWH-Hmmwmmm“t-—————+ Fe'*-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 21 : Schéma sur la réaction de test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (Prior

et al., 2005).
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IIL.5.5. L’activité de phenanthroline

Phénanthroline-1,10, ou orthophénanthroline, constituent une famille de composeés
organique qui forment des complexes stables avec le fer (1) et certains autres ions. Le composé
de base a deux atomes d’azote situés dans les positions telles que chacun d’eux peut former une
liaison covalente avec I’ion fer (II). Trois molécules d’orthophénanthtoline se combinent avec

chaque ion fer (1) pour former un complexe. Ce complexe, aussi appelé « ferroiney .

En pratique la couleur de la forme oxydée est trop pale pour étre détectable et le virage

associé a la réduction passe du quasi incolore au rouge (Szydlowska., 2008).
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V. .1. Apercu du but de travail

Ce présent travail a pour but de rechercher de nouvelles molécules et de mettre en
évidence les activités biologiques présentes dans I’espéce Astragalus armatus Willd en vue de
contribuer a la valorisation de la flore Algérienne qui reste jusqu’a présent trés mystérieuse.
Apres I’extraction de la plante entiere, I’extrait acétate d’éthyle a été fractionné en utilisant la
technique de chromatographie sur colonne ouverte (CC). Ce fractionnement, suivi de plusieurs
étapes de séparation et purification chromatographiques, conduisant a I’isolement et
I’identification de trois composeés naturels purs.

Notre étude a porté aussi sur le dépistage des activités antioxydantes, 1’activité
enzymatique des extraits méthanolique, chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique ainsi

que des fractions chromatographiques provenant de 1’extrait acétate d’éthyle.

1V.2. Matériels et méthodes
IV. 2. 1. Matériel végétal

IV. 2 1. 1 Description de la zone de la récolte
Le Parc National de Belezma se situe dans la partie orientale de I'Algérie du Nord, dans

le massif montagneux de Belezma qui a I'extrémité Ouest des monts des Aures, situés a 7km
environ au Nord-Ouest de la ville de Batna (Fig. 22). Il correspond a un chainon montagneux
marquant le début du massif des Aureés. 1l s'étend sur une superficie de 26 250 ha.

Ce massif majestueux imprime a la région un relief trés accentué caractérisé par de fortes
pentes et des sommets avoisinant les 2000 m daltitude (Djebel Tichaou 2.136m; Touggurt

2.090m; Boumerzoug 1.779m et Djebel Kasserou 1614m).

o Batna

i e s Sekesavaes ety
T e Tare e wople, ot 1. cong ot
. W Coitacs e aw
Vmeen
m. T Y )
W Lo voca caws fadomeng on
= ‘
-

Figure 22: Carte de Géologie et une photo du Parc National de Belezma (Bitam et al 2012).
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V. 2. 1. 2. Récolte de la plante du genre

La plante Astragalus armatus willd a été récoltée dans la région du parc national de
Belezema de la wilaya de Batna au mois de juin 2018. La récolte de la plante a été effectuée
tres soigneusement de maniere a ne pas détériorer les éléments organiques et minéraux présents.

L’identification botanique de la plante étudiée a éte réalisée par Monsieur KABOUCHE Kamel.

IV.3. Méthodes d’analyses phytochimiques
I1VV.3.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Elle est utilisée a chague étape pour le suivi et le contréle des purifications. Ainsi les
analyses sur couche mince (CCM) permettent de vérifier la présence et 1’état de pureté des
produits suivis. Les plaques utilisées durant la réalisation de ce travail sont des plaques prétes
a I’emploi a support en aluminium en phase normale Kieselgel 60 F254, Merck 250 pm (20 x
20 cm).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’¢luant
approprier qui constitue la phase mobile. Cette derniere est constituée d’un mélange binaire ou
tertiaire de solvants selon le type de séparation souhaitée.

L’observation des CCM s’effectue en lumieére visible et sous UV (254 et 365 nm), avant
révélation par un mélange d’acides (acide sulfurique 4 ml et acide acétique 80 ml et d’eau 16ml)
ou une solution de la vanilline sulfurique (0.5 g de la vanilline, dissous dans 100 ml du
méthanol, plus 1 ml d’acide sulfurique). Cela permet de rassembler judicieusement les fractions

récoltées suite aux différentes séparations chromatographiques.

IV.3. 2. Chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC)

La chromatographie sur colonne ouverte a été utilisée pour séparer et purifier les
composantes de I’extrait d’acétate d’éthyle. La taille et le diamétre de la colonne, les conditions
d’¢élution, le débit, la pression et le volume des sous-fractions recueillies ont été établis sur la
base d’analyse par CCM et la masse de 1’échantillon a étudier.

La phase stationnaire utilisée dans cette étude pour la CC est le gel de silice en phase
normale Kieselgel Merck (70-230 mesh). La quantité de silice utilisée est généralement 30 a 40
fois supérieure a la quantité d’échantillon déposée. Les fractions recueillies sont regroupées

selon les résultats de 1’analyse par CCM.
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IV. 3.3. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

La purification par chromatographie liquide haute performance (HPLC) semi-
préparative est effectuée a 1’aide d’un appareillage du laboratoire d’Obtention des Substances
Thérapeutiques (LOST), Institut de chimie de 1’université de Constantine-1, constituée d’une
chaine chromatographique type Shimadzu LC8 muni d’un détecteur UV-Visible a longueur
d’onde variable et équipé d’une colonne de type phase inverse (silice greffée C18), avec un
diamétre de 2,1cm et 50 cm de longueur.

Les conditions d’¢lution sont :

- Mode : gradient

- Systeme de solvants : H.O-ACN
- Débit = 7 ml/min

- Température = 28 °C

- Détection : A =205 et 254 nm.

IV. 4. Méthodes d’analyses physico-chimiques
IV. 4. 1. Spectroscopie de RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN-H et
13C) ont été enregistrés a 500 et 125 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-500. Les
microprogrammes BRUKER et le logiciel de traitement des données Topspin 2.1 sont
appliqués. Les échantillons ont été solubilisés dans le solvant deutéré CDsOD dans des tubes
analytiques de 5 mm de diamétre. Les deplacements chimiques (3) sont exprimés en ppm par
rapport au tétra méthyl silane (TMS), les constantes de couplage sont exprimées en Hz.

V. 4. 2. Spectrophotometrie UV-visible

Les spectres UV-visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH sur un
spectrophotomeétre (NICOLET évolution 100). Grace a son monochromateur, le lecteur offre
une grande sensibilité aux essais.

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, un lecteur de microplaque de type Perkin
Elmer (EnSpire Alpha Plate Reader) multimode, des microplaques en plastique de 96 puits et

des micropipettes réglables ont été utilisés au cours de I’exploration de I’activité antioxydante.
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V. 5. Etude phytochimique de Astragalus armatus Willd
IV.5.1. Extraction de la plante par macération a froid

Apres le séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les deux parties
racinaire et aérienne (plante entiere) (900 g) ont été découpées puis macérées pendant 48 heures
a température ambiante par un mélange hydro-alcoolique (Méthanol/Eau : 70 : 30 V/V) (4 x 5
litres). Puis fractionnées par extraction liquide/liquide successives au moyen de trois solvants a
polarité croissante, chloroforme (3 x 350 ml), acétate d’éthyle (3 x 350 ml) et n-butanol (3 x
350 ml). Ceci a permet d’obtenir les masses suivantes : 3,5g pour 1’extrait chloroformique, 4g
pour I’extrait d’acétate d’éthyle, et 24,1 g pour 1’extrait butanolique, Le protocole suivi figure

dans les photos ci-dessous (Fig. 23 ; 24).

Figure 23 : Les différentes étapes de macération, de filtration et d’évaporation de 1’extrait
hydroalcooliques de la plante Astragalus armatus willd.
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Figure 24 : Différentes étapes de 1’extraction de la plante Astragalus armatus Willd.
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IV.5. 2. Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle

Les CCM realisées sur les trois extraits dans différents systémes de solvants, montrent la
richesse prévisible de I’extrait d’acétate d’éthyle en métabolites secondaires comparativement

aux autres extraits, Chloroformique et butanolique (Fig. 25).

BUOH AcOEt CHCLs BUOH AcOEt CHCLs3 BUOH AcOEt CHCL;s

Figure 25 : plaque CCM apres révélation. 2 : plaque CCM sous la lampe UV 365. 3 : plaque
CCM sous la lampe UV 254,

L’extrait d’acétate d’éthyle (4 g) est chromatographié sur une colonne de gel de silice
en phase normale éluée avec un gradient de CHCIs/ MeOH [100 :0 & 0 :100]. Des fractions de
50 ml ont été recueillies et réunies selon leur profil en CCM en phase normale réalisee dans le
CHCl3s/ MeOH [95 :5] et [80 :20] pour donner 243 fractions (tableau 5).

49



2 Partie :  Matériel et méthodes

Figure 26 : Evolution de la chromatographie sur colonne de gel de silice.

Tableau 5: Fractionnement de 1’extrait d’acétate d’éthyle sur colonne de gel de silice

normale.
Eluant Fractions collectées

CHCl3/ MeOH (100/ 0) 1-40
CHCI3/ MeOH (99/1) 41-77
CHCl3/ MeOH (97/3) 78-112
CHCl3/ MeOH (94 /6) 113-158
CHCI3/ MeOH (90 /10) 159-182
CHCl3/ MeOH (85/ 15) 183-208
CHCl3/ MeOH (80 /10) 209-230
CHCl3/ MeOH (70/30) 231-237
CHCl3/ MeOH (0/100) 238-243

La fraction 44 présente un produit majoritaire Aal (Fig. 26) dont 24 mg de ce composé

ont été isolés par une recristallisation dans le MeOH.

Cependant, la fraction 94 a été purifiée avec une simple précipitation aussi dans le
méthanol pour donner 2.2 mg de Aa2.
Les fractions (136-137-138) ont été purifiées par chromatographie sur une colonne de

gel de silice en phase normale éluée par un mélange isocratique [80 :20]. (Fig. 27).
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Figure 27 : Evolution de la chromatographie sur colonne de gel de silice de la fraction (136-
137-138).

Ensuite la sous fraction (136) a fait 1’objet d’une purification par CLHP semi-

préparative dans un gradient de 10% a 70% MeCN/H2O pendant 40 min. Elle a permis
I’isolement du composé Aa3 (6,7 mg, tr = 22,0 min).

IV. 6. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux
Notre étude a porté sur 1’étude de la teneur en composés phénoliques et en flavonoides
par dosage spectrophotométrique des extraits chloroformique, butanolique méthanolique et

acétate d’éthyl de notre plante Astragalus armatus willd.

IV. 6 .1. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en composes phénoliques totaux a été évaluée en utilisant le reactif de Folin-

Ciocalteu selon la méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al., (2010).

Vingt microlitres de chaque extrait de notre plante (1 mg/ml) ont été mélangés avec 100
pl dilué au 1/10 Réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé et 75 pl de solution de
carbonate de sodium a 7,5 % (Na2COz) dans les puits d'une microplaque & 96 puits. Apres 2 h
d’incubation dans l'obscurité a température ambiante, I’absorbance a été¢ mesurée a 765 nm dans
le Lecteur de microplaque. Le blanc est parallelement préparé de la méme maniere en

remplacant I’extrait par le méthanol.

Une gamme d’étalonnage a été établie avec 1’acide gallique a différentes concentrations.
Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait

(mg EAG/g). Toutes les manipulations sont réalisées en triple.

51



2¢Me Partie :  Matériel et méthodes

V. 6. 2. Dosage des flavonoides totaux

La quantification en flavonoides des extraits est déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium décrit par Topgu et al., (2007) cette méthode est
basée sur la formation d’un complexe stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes
d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. Pour ce faire, 130 pl de MeOH ont
¢été ajouté a 50 pl de I’extrait, 10 ul de potassium d’acétate (CH3COOK). Apres cing minutes
10 pl de nitrate d’aluminium ont été additionné au mélange précédent. Aprés I’incubation
pendant 40 minutes a température ambiante, I’absorbance est mesurée au spectrophotometre a
415 nm contre un blanc.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits d’Astragalus armatus
Willd ont été calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine

comme standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ g d’extrait.

IV. 7. Evaluation des activités antioxydantes de I’espéce du genre Astragalus
armatus Willd

Dans le présent travail nous avons essayé d’évaluer les capacités totales du potentiel
antioxydant des extraits méthanolique, chloroformique 1’extrait acétate d’éthyle ainsi que le
produit Aal isolé a partir de I’extrait acétate d’éthyle.

La mise en évidence du potentiel antioxydant a été réalisée par cing tests complémentaires a
savoir
» L’activité anti-radicalaire pour le radical libre DPPHe.
L’activité anti-radicalaire pour le radical-cation ABTS+-s.
Le pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC.
Le pouvoir réducteur de fer Reducing Power.

YV V V V

Phénanthroline.

Les résultats, sauf pour le dosage de Phénanthroline, CUPRAC et Pouvoir réducteur,
ont été enregistrés a la concentration 50% d'inhibition (Clsp). L'activité antioxydante des extraits
testés a eté comparée a celles des standards (le BHA et le BHT).

L’indice Clsp se définit comme étant la concentration nécessaire de I’antioxydant pour
piéger 50% de radicaux DPPH'/ABTS"alors que Aos correspond a la concentration de
I’antioxydant pour laquelle 1’absorbance vaut 0,5. Ces deux indices sont donnés en pg/ml de
milieu réactionnel, du coup la capacité antioxydante d’un échantillon est d’autant plus élevée

que son Clsp ou Ags est petit.
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IV. 7. 1. Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl
(DPPH)

La méthode appliquée pour mesurer une 1’activité anti-radicalaire libre est celle du
piégeage des radicaux libres a I'aide du DPPH qui a été mesurée par spectrophotométrie selon
le protocole décrit par Blois, 1958 avec une légére modification (Ozturk et al., 2011). Le o-
tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.

Un volume de 40 pl de chaque échantillon a des concentrations décroissantes, ainsi que
le BHA et le BHT, ont ét¢ additionnés a 160 ul d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM)
préalablement déposée dans chacun des puits d’une microplaque a 96 puits. Un témoin négatif
est préparé en parallele en remplacant les 40 pl d’échantillon par du méthanol. Suite a une
incubation a température ambiante et a I’obscurité pendant une trentaine de minutes,
I’absorbance est mesurée a 517 nm. On note que les tests sont pratiqués en triplicata

Le pourcentage de 1’activité de piégeage du radical DPPH est calculé selon la formule

suivante :

[ AA (%) = [(A DPPH — A Extrait) / ADPPH] x 100 ]

Ou A DPPH est I’absorbance de la solution DPPH, et A Extrait est ’absorbance de 1’échantillon

a une concentration donnée.
IV. 7. 2. Test de piégeage de I’acide 2,2’-azinobis-(3 éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS™)

L’activité de piégeage de I’ABTS™" a été mesurée Selon le protocole décrit par Re et al.,

(1999) avec des volumes ajustés pour une manipulation sur microplaque de 96 puits.
Le radical cation ABTS™a été préparé a partir de ’ABTS™ (7 mM) et du persulfate de
potassium K2S,0g (2,45 mM), ces deux produits sont mélangeés en solution aqueuse. Le tout est
conservé a I’abri de la lumiere et a la température ambiante durant 16 h avant I'utilisation. La
solution obtenue est ensuite diluée avec I’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,7+0,025 a
734 nm avant son usage.

Pour cela, 40 ul d’échantillon de chaque concentration est déposé en triplicata sur les
quelles 160 pl de solution fraichement préparée sont ajoutés. Cette opération est aussi valable
pour les deux standards employés. Un blanc est parallelement préparé suivant le méme
protocole tout en remplagant 1’échantillon testé par le méthanol. Aprés 10 minutes d’incubation

[’absorbance est mesurée a 734 nm.
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L’activité de piégeage du radical ABTS 'est calculée en tant que pourcentage de

décoloration de radical cation ABTS "selon cette équation :

[ AA (%) = [1-(A Extrait / A blanc)] x 100 ]

IV. 7. 3. Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique

(CUPRAC)

La méthode utilisée pour mesurer la réduction du cuivre est celle de CUPRAC, décrite
par Apak et al., (2004). Elle consiste a déposer 40 ul des échantillons a concentrations
décroissantes en veillant a ce que 1’opération soit reproduite de fagon triple. Par la suite, chaque
puits recoit 60 pl du tampon d’acétate d’ammonium (AC-NH4) (1M, PH 7), 50 ul de la solution
aqueuse du Chlorure de cuivre (1) (CuClz, 2H20) (10 mM) et 50 pl de la solution méthanolique
de la néocuproine (7,5 mM), Le melange est homogénéis¢ a I’aide d’un agitateur de
microplaque, puis incubé durant une heure. L absorbance est mesurée a 450 nm par un lecteur
de microplaque.

Les résultats ont été calculés a titre de Aos (ug/ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d’absorbance.

IV. 7. 4. Test de I’activité de phénanthroline

Szydlowska-Czerniaka (2008) a décrit la méthode de dosage de I’activité antioxydante
de phénanthroline. Cette activité est basée sur la réduction préalable de Fe3*en Fe?* par le
chlorure ferrique et le 1,10-Phenanthroline. Les ions Fe?* donnent avec la I-10-phénanthroline,
un ion complexe rouge orangé contenant trois molécules de 1, 10-phénanthroline pour un ion
Fe?*.

10 pl d’échantillon de chaque concentration sont introduits dans 3 puits alignées sur les
quelles 50 pl chlorure de fer FeCls (0.2%) puis 30 ul de Phénanthroline (0.5%) et 110ul de
MeOH sont additionnés. La plaque est incubée par la suite a I’obscurité pendant 20 min a 30°C.

L’absorbance est enregistrée a 510 nm. Le BHT est utilisé comme standard. Les résultats
ont eté calculés a titre de Aos (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

d’absorbance.
IV. 7. 5. Test de la capacité antioxydante par réduction de fer (Pouvoir

réducteur)

Oyaizu (1986) détermine la méthode de 1’activité de réduction de I’ion ferrique. La

solution des extraits a différentes concentrations (10 pl) a été déposée dans chaque puits d’une
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microplaque de 96 puits. Puis 40 pl du tampon phosphate et 50 ul de KsFe (CN)s sont
additionnés 1’un apres 1’autre. Par la suite, les mélanges sont incubés a 1’étuve a 50°C pendant
vingt minutes. Au bout de I’incubation, 50 pl de TCA, 40 pl de H20O et 10 ul de FeCls sont
rajoutés au milieu réactionnel successivement. On note que chaque dépét faisait 1’objet de trois
répeétitions

Un blanc est parallelement préparé suivant les mémes volumes tout en mettant du
méthanol a la place de I’échantillon testé. L’enregistrement des absorbances est effectué a une

longueur d’onde de 700 nm. L’activité réductrice est ensuite calculée a A = 0,5.

IV. 8. Analyses statistiques

Toutes les données obtenues a partir des activités étaient les moyennes de trois analyses.
Les données ont été enregistrées en tant que moyenne + déviation standard (SD). Les valeurs
d’ClIso/Ao, s ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées par le logiciel Origine Pro

8. Plus elles sont petites, plus ’activité antioxydante des extraits est grande.
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VII.1 Identification des composés isolés de I’extrait acétate d’éthyle

VII.1. 1. Détermination structurale du composé Aal

Ce produit se présent sous forme d’une poudre jaune, la fluorescence noir sombre a 365 nm et
le profil de son spectre UV enregistré dans le MeOH (Fig. 28) sont caractéristiques d’un
flavonol, avec des maximas d’absorption a 371 nm (Bande I) et 254 nm (Bande I1).

L’addition de NaOH induit un effet bathochrome de 51 nm pour la bande I avec
augmentation de I’intensité lumineuse (Tableau 7), indiquant la présence d’un OH libre en
position 4'. (Mabry et al., 1970). L’apparition d’une nouvelle bande dans ce méme Spectre
révele la présence d’un OH libre en position 7. L’addition de NaOAc provoque un déplacement
bathochrome de la bande Il de 21 nm par rapport au spectre enregistré dans le MeOH,
confirmant ainsi la présence d’un OH libre en 7. Le déplacement bathochome de 56 nm de la
bande I, observé dans le spectre UV enregistré dans le chlorure d’aluminium acidifié (AIClz +
HCI), indique la présence d’un groupement hydroxyle en position 5.

L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant le spectre AlCl3z +
HCI par rapport au spectre d’AlCls, laisse prévoir 1’absence de systéme ortho dihydroxylé sur
le cycle B.

Ces données permettent de proposer au composé Aal, la structure partielle suivante :

Figure 28 : La structure partielle du composé Aal.
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Tableau 6: Données spectrales UV du composé Aal.

kmax
Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle B | Bande Il (nm) cycle A | Autres bandes
MeOH 371 254
NaOH 422 278 325
AICI3 426 265
AICls; + HCI 427 264
NaOAc 396 275
NaOAc + H3BO3 376 265
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Figure 29 : La série spectrale UV de la fraction Aal.
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L’analyse structurale de spectre de RMN *H (Fig. 31) du composé Aal révéle :
Deux signaux a oH 6,42 et dn 6,20 d’intégration 1H chacun sous forme de doublet. La valeur
des constantes de couplage entre ces protons (J = 2 Hz) indique que le couplage est de type

méta correspondant aux protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonol.
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Figure 30 : Corrélation COSY entre H- 6 et H-8 du cycle A.
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Figure 31: Spectre de RMN 1H du composé Aal.
Trois protons aromatiques a 8H 6,93 (d, J =2 Hz), 6,89 (d, J = 8,4 Hz) et 7,74 (dd, J =
8,4 ; 2 Hz), dont les constantes de couplage attestent qu’ils forment un systéme ABX a trois
protons caractéristiques d’un noyau aromatique 1',3'.4'-trisubstitué, qui est le cycle B du
flavonol. Ces protons sont respec
tivement attribués a H-2', H-5' et H-6" (Fig. 31).
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Figure 32 : Corrélation COSY entre H- 2', H-5' et H-6' du cycle B.

Un singulet d’intégration 3H a & = 3,83 ppm indiquant la présence d’un groupement
méthoxyle (OCH3). Ce dernier ne pourrait étre qu’en position 3” d’aprés les données UV.

La comparaison des déplacements chimiques obtenus avec les données
spectroscopiques trouvées dans la littérature (Cao et al.,2009) permet d’assigner pour le

composé Aal la structure de L’isorhamnétine :

HO

Figure 33 : structure du composé Aal : Isorhamnétine

VII. 1. 2. Détermination structurale du composé Aa3

Ce composé Aa3 obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol,
montre aussi une fluorescence violette sombre sous la lampe UV a 365 nm. Son spectre UV
(Fig. 35) enregistré dans le méthanol présent deux maximas d’absorption : la bande I a 356 nm
correspondant au cycle B et la bande 11 a 254 nm attribuable au cycle A d’un flavonoide de type
flavonol substitué en 3 (3-OR).

L’ajout du NaOH induit un déplacement bathochrome de la bande I de 54 nm avec
augmentation de I’intensit¢ lumineuse (tableau 8), indiquant la présence d’un OH libre en

position 4°.
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L’apparition d’une nouvelle bande dans ce méme spectre a 325 nm réveéle la présence
d’un OH libre en position 7. Le déplacement bathochrome de la bande II de 18 nm, aprés
addition de NaOAc comparativement au spectre enregistré dans le méthanol, confirme la
présence d’un OH libre en position 7.

Le déplacement bathochrome de la bande | de 45 nm, observé apres addition de AICIz+
HCI comparativement a celui enregistré dans le méthanol confirme la présence d’un OH libre
en 5.

Pas de déplacement hypsochrome de la bande I, en comparant les spectres AlCIlz + HCI
et AIClz, ce qui prévoit ’absence de systéme orthodihydroxyle sur le noyau B.

Ces données permettent de proposer au composé Aa3, la structure partielle suivante :

OR'
OH

HO O

OR

OH O
Figure 34 : La structure partielle du composé Aa3.

Tableau 7: données spectrales UV du composé Aa3

Amax
Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle | Bande Il (hnm) cycle A | Autres bandes
B
MeOH 356 254
NaOH 410 268 325
AICI3 403 263
AICI; + HCI 401 268
NaOAc 406 272
NaOAc + H3BO3 364 268
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Figure 35 : Série spectrale UV de la fraction Aa3.

Le spectre RMN *3C (Fig. 36) révéle la présence de 28 signaux correspondant aux 15 carbones

aromatiques, 12 carbones osidiques et un méthoxyle.
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Figure 36 : Spectre RMN 13C du composé Aa3.

Le spectre de RMN-'H du composé Aa3 (fig. 37) présente des similitudes avec celui du
composé Aal. Il permet de mettre en évidence :

o la présence de substituants hydroxyles en C-5 et C-7 sur le cycle A, gréce a
I’identification des protons H-6 et H-8 du cycle A a 61 6,23(d, J = 1,9 Hz) et 6,43 ppm
(d, J=1,9 Hz).

o les signaux de trois protons aromatiques a o+ 8,04 ppm (d, J = 1,9Hz), 7,62 ppm (d, J
= 8,4- 1,9Hz), 6,93 ppm (d, J = 8,4 Hz) dont les constantes de couplages indiquent
qu’ils forment un systéme ABX sur le cycle B et que celui-ci est 1', 3, 4'-trisubsititué.
Ces protons sont respectivement attribues a H-2', H-6' et H-5'".

o un singulet intégrant pour 3H a on 3,98 ppm, caractéristique d’un groupement
méthoxyle.

Il s’agit donc de ’aglycone isorhamnétine déja élucidé dans le cas du composé Aal.
Le spectre de RMN H montre, en plus des signaux de ’isorhamnétine, deux protons
anomeriques a on 5,25 ppm (d, J = 7,8 Hz) et 4,55 ppm (d, J = 1,3 Hz) révélant la présence de

deux unités osidiques.
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Figure 37 : Spectre de RMN 1H du composé Aa3.

L’analyse des spectres COSY (Fig. 38) et HSQC (Fig. 39) permet d’identifier les deux sucres
comme étant :
v un B-D-galactopyranose a partir de I’anomére a 5,25 ppm,
v un o-L-rhamnopyranose a partir de I’anomére a 4,55 ppm, caractérisées par son
méthyl doublet a 1,18 ppm (d, J = 6,2 Hz, H- 6™).
m

II H-1"
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Figure 38 : Spectre COSY de la partie sucres du composé Aa3.
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Figure 39 : Spectre HSQC de la partie sucres du composé Aa3.

Le spectre HMBC (Fig. 40 et 41) montre des corrélations H-C entre :

v Le carbone C-3” résonant a 147 ppm et les protons du méthoxyle correspondants au

signal a 3,99 ppm.

v' Le carbone C-3 et le proton anomérique H-1" du galactose, les protons H-6" du

galactose, et le carbone C-1" du rhamnose et inversement entre le carbone C-6" du

galactose (dont le déplacement chimique déblindé a 66,0 ppm indique qu’il porte un

substituant OR) et le proton H-1" du rhamnose mettant en évidence la liaison ou

I’enchainement diosidique a-rhamnopyranosyl-(1—6)-4-galactopyranosyl en position

3 de la génine.
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Figure 40 : Spectre HMBC de la partie sucres du compose Aa3
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Figure 41 : Spectre HMBC du composé Aa3 (partie 11 : 6C entre 55 et 75 ppm).

L’analyse des spectres de RMN *H, 3C, COSY et HMBC permet d’identifier le

composé Aa3 comme étant 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6) - D galactopyranosyl]

isorhamnetine (de I’isorhamnétine 3-O-robinobioside) isolé antérieurement des especes Aerva

javanica (Amaranthaceae) (N. A. M et al., 1990) et Bupleurum spinosum L. (Apiaceae).

(Bencheraiet et al., 2012).

OCH,
OH
HO o
| HO Gal OH
OH
O o
o
OH o Rha
HO o
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OH

Figure 42 : structure du composé Aa3 : L’isorhamnétine 3-O-robinobioside
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VII. 1. 3. Détermination structurale du composé Aa2

La composé Aa2 est isolé sous forme d’une poudre blanche, présente sur CCM des
taches invisibles a la lumiere UV et se colorent en mauve apres révélation par une solution acide
et chauffage a 100 °C.

Le spectre RMN H de ce composé Aa2 (Fig. 43) montre des signaux a champ fort sous
forme multiplet, doublet et singulets d’intégration 3H chacun, résonant dans une région allant
de 0,60 a 1,3 ppm, caractéristiques de protons méthyliques. Il montre aussi un signal sous forme
doublet large d’intégration 1H a 5,40 ppm caractéristique d’un proton oléfinique, ainsi qu’un
signal multiplet d’intégration 1H repéré a 3,51 ppm caractéristique d’un proton porté par un

carbone oxydé.
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Figure 43 : Spectre de RMN 1H du composé Aa2.

Le spectre de RMN *H révéle clairement aussi la présence de :
v Un signal caractéristique d’une unité osidique dont le proton anomérique résonne a 4,40
ppm.
v' D’autres signaux sont enregistrés dans la zone des protons osidiques, entre 3 et 4 ppm
indiquant des fonctions oxygénées sur la génine.
Ce premier constat permet d’avancer pour notre composé un squelette steéroidique (phytostérol)
avec une unité osidique. L’identification structurale compléte de cette molécule nécessite
d’autres méthodes d’analyses comme résonance magnétique nucléaire bidimensionnel RMN

2D.
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VII1I. 2. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux

La quantification des polyphénols totaux est réalisée par une méthode a base de Folin
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d'un melange d'acide phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique ; lors de I'oxydation des phénols, il est réduit en un mélange d'oxyde bleu
de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite dont I'absorption maximum est mesuréee
a 765 nm, et est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits des
vegetaux. (Boizot et chaprpentier, 2006). Cependant, une couleur jaunatre est formée dans
tous les extraits aprés 1’addition de la solution de nitrate d'aluminium (Al (NO3)3). Cette

coloration révele la présence des flavonoides des extraits analysés.

Les résultats du dosage révelent que ’extrait acétate d’éthyle est le plus riche en

flavonoides (96,87+1,91 ug EQ/mg d’extrait), par contre I’extrait méthanolique est le plus riche
en polyphénols totaux (91,25+4,82 aga/mg d’extrait).
La teneur totale en composés phénoliques pour I’extrait chlorophormique et acétate d’éthyle est
de I’ordre de 25,27et 26,35(ug EQ/mg d’extrait) respectivement. Ces valeurs sont proches de
celle obtenue par (Yin et al., 2009). Qui ont obtenus une teneur de I’ordre de 26,13+ 0,79 ug
pg/ml d’extrait éthanolique de 1’ Astragalus membranaceus.

Plusieurs facteurs peuvent affecter la teneur en composes phénoliques. De nombreuses
études ont montré que les facteurs géographiques, climatiques, génétiques, niveau de maturité
alarécolte, la période de stockage et la technique d’extraction employée ont une forte influence

sur le contenu en polyphénols (Aganga et Mosase 2001).

Ces résultats obtenus se conforment avec au virage colorimétrique observé au moment

ou I’on avait dépose les échantillons (fig. 44 et 45).

Figure 44 : Photo prises lors du dosage de flavonoides totaux.
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MeOH AcOET

Figure 45 : Photo prises lors du dosage de polyphénols totaux.

VIL.3. Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante
Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro, I’activité antioxydante des

extraits. Tenant compte de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle 1’activité antioxydant peut étre mesuré quantitativement d’une
fagon bien précise (Cristina et al., 2009). Une seule méthode n’est pas suffisante pour
caractériser le potentiel antioxydant d’un échantillon.

La combinaison des réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une
indication sur la capacité antioxydant de 1’échantillon a tester est nécessaire et vivement
conseillé (Cristina et al., 2009).

Donc il nous a fallu une combinaison de cing méthodes complémentaires basées sur
deux mécanismes d’action, effet du piégeage de radicaux différents (DPPH, ABTS) et une
activité réductrice du fer (pouvoir réducteur, test de phénanthroline) et du cuivre (CUPRAC).
La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif dans le
milieu réactionnel.

Nous présentons ci-dessous, les résultats des différentes activités antioxydantes des

extraits d’Astragalus armatus Willd ainsi que le composé Aal.

VII1.3. 1. Test de I’activité scavenger du radical DPPH

Le radical DPPH- Est généralement I’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radical et la

simplicité de I’analyse (Bozin et al., 2008).
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Figure 46 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH.

D’aprés les résultats des (Fig. 47) on remarque que tous les extraits ainsi que Aal ont
exhibés des effets scavenging contre le radical DPPH.

En effet, I’extrait butanolique de A. armatus Willd montre 1’activité la plus élevée avec
une Clso de 47,62 pg/ml, suivie de I’extrait chloroformique, Aal et méthanolique avec une Clsg
de 50,46, 64.54 et 89.06 pg/ml respectivement.

Par contre I’extrait acétate d’éthyle présente une faible capacité de piégeage du radical
DPPH avec une Cl so de 238,60 pg/ml.
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Figure 47 : Les CI50 des échantillons testés classées par ordre croissant DPPH.
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Les CI50 de la BHT et BHA sont respectivement de I’ordre 12.99 et 6.14 pg/ml, elles
sont inférieures a celle des deux plantes. Donc, elles présentent une grande activité
antiradicalaire contre le DPPH.

Figure 48 : Photos prise lors de dosage de ’activité antiradicalaire DPPH.

Notre extrait brut méthanolique a montré une activité antiradicalaire nettement
supérieure a celles des extraits aqueux et méthanolique obtenues par Adiguzel et al., (2009)
pour leur étude portant sur plusieurs especes d’Astragalus (Fabaceae) avec des Clso oscillant
entre 68,8 et 400,4 pg/ml.

Ce méme extrait a également montré une activité antioxydante presque deux fois
supérieure a celle trouvée pour D’extrait éthanolique de I’espeéce Astragalus complanta
(Naghiloo et al., 2012).

VI. 3. 2. Test de ’activité scavenger du radical PABTS

Cet essai évalue la capacité d’un produit a capturer un radical libre ABTS. Dans ce test,
I’ABTS est oxydé par les antioxydants a son radical ABTSe+, qui a une couleur intense. La
génération de ce dernier, pour I’évaluation de 1’activité anti-oxydant est importante avant I’ajout
des échantillons afin d’éviter I’interférence des composés dans la formation du radical ce qui

conduit a une sur estimation de la capacité antioxydante (Katalinic et al., 2006).
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Figure 49 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration des différents échantillons
(ABTS).
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Figure 50 : Les CI50 des échantillons testés classées par ordre croissant ABTS.
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Figure 51 : Photo prise lors de dosage de I’activité du piégeage de radical ABTS .

Les valeurs des Clsp qui sont inversement proportionnelles a 1’activité antioxydante sont
en accord avec ces observations (Fig. 51).

L’extrait de I’acétate d’éthyle ainsi que d’extrait chloroformique exhibent des Clso
semblable de I’ordre de 49,66et 49,88 pg/ml respectivement, ceux-ci révélent que ces deux
extraits possedent une propriété antioxydante modérée par rapport aux deux autres extraits
butanolique (Clso = 112,37 pg/ml) et méthanolique (164,5 pg/ml) qui ont une activité

antioxydante faible.

Le standard BHA utilisé présente les pourcentages d’inhibition les plus important de
I’ordre de 95 % et un Clso égale a 1,81 pg/ml, possédant I’activité la plus importante entre les
échantillons testés.

Il est a signaler que I’activité antioxydante de 1’extrait acétate d’éthyle des gousses de
I’espéce Astragalus armatus s’est manifestée trés active comparativement a notre extrait acétate

d’éthyle avec une valeur d’Clsp de 11,30 + 0,09 pg/ml (Labed et al., 2016).

V1.1 .3 3. Test de I’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)

Le dosage du CUPRAC est basé sur la mesure de l'absorbance a 450 nm, apres la
formation d'un complexe stable entre les ions néocuproine et le cuivre (I). Ce complexe est
produit par la réduction des ions du cuivre (Il) par les antioxydants. L'antioxydant puissant

présente l'absorbance la plus élevée. Par conséquent, les valeurs de A o5 correspondant a la
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concentration de 0,50 d’absorbance ont été calculées pour comparer les données de cette

activité.
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Figure 52 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration des différents échantillons

(CUPRAQC).
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Figure 53 : Les AQ.5 des échantillons testés classées par ordre croissant CUPRAC.

L’activitt CUPRAC indique une relation inverse entre les Ags et la capacité
antioxydante des échantillons testés. La figure ci-dessous illustre le virage de la couleur par
rapport au blanc confirmant ainsi les résultats du test.
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Figure 54 : photo prise lors de dosage de ’activité réductrice de 1’ion cuivrique (CUPRAC).

Il ressort de ces résultats, que 1’extrait d’acétate d’éthyle et le produit Aal soient les
deux échantillons les plus actifs avec une absorbance proche Aos (= 51,34 et 58 pg/ml
respective), malgré cela ils demeurent moins actifs que le BHT, suivie par [’extrait
chloroformique avec une Aos égales a 66.42 inférieurs a celle du standard BHT (7 fois).
Néanmoins, les extraits butanolique et méthanolique ont montrés une activité réductrice faible
par rapport a celle des deux standards BHA et BHT.

D’apres nos résultats, I’extrait d’acétate d’éthyle parait le plus actif par rapport aux
autres extraits sur la réduction du de I’ion cuivrique (CUPRAC). Cette constatation concorde
avec celle obtenue par (Labed et al., 2016) sur ’extrait d’acétate d’éthyle des gousses de
Astragalus armatus avec (Aos= 50,6 £ 0,9 pg/ml).

VI. 3. 4. Test de P’activité réductrice de I’ion ferrique (Pouvoir réducteur)

Comme son nom I’indique, L’évaluation de 1’activité antioxydante par réduction de fer
ferrique (Fe®*) en fer ferreux (Fe?*) est une méthode facile et reproductible, pour cela elle est
tres utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (Oyaizu et al., 1986).

L’aptitude d’un échantillon de donner un électron refléte son pouvoir antioxydant, et la
réduction de fer ferrique (Fe*) est un indicateur de la capacité de 1’échantillon de donner un
électron (Gholivand et al., 2010).

L’analyse statistique des résultats manifestent une relation proportionnelle entre les
absorbances des échantillons et leurs concentrations respectives. Plus I’absorbance est élevée,

plus le pouvoir réducteur est important.
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Les courbes des absorbances en fonction des concentrations (ug/ml) ont permis de mettre en

évidence la propriété antioxydante réductrice des échantillons et du standard (Fig. 55).
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Figure 55 : Courbes des absorbances en fonction des concentrations (pouvoir réducteur).

Les résultats des concentrations réductrices sont obtenus grace au logiciel Origine Pro 8 ont été

classées par ordre croissant exprimés en Aos.
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Figure 56 : Les A0,5 des échantillons testés classées par ordre croissant (pouvoir réducteur).
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Figure 57 : Photos prises lors du dosage de [’activité réductrice (Pouvoir réducteur).

L’extrait de I’acétate d’éthyle a exhibé un trés bon potentiel antioxydant avec une valeur
de Aos = 67,8 ug/ml, mais relativement plus faible par rapport a I’a-tocophérol et a I'acide
ascorbique dont les valeurs Ao s sont de I'ordre de 34,93 et 6,77 pg/ml respectivement (Fig. 56).
En général, les résultats obtenus ont permis de classer les extraits et les standards en fonction
de leur Aos comme suit : Acide ascorbique > 1’a-tocophérol>extrait acétate d’éthyle> extrait
butanolique> extrait chloroformique.

Nos résultats de 1’activité réductrice de I’ion ferrique sont moins importants
relativement a celle de Astragalus membranaceus qui représente une Aos de ’ordre de
26,13+0,79 pg/ml. (Yin et al., 2009).

VI. 3. 5. Test de phénanthroline
Le dosage de lactivité réductrice du fer par Phénanthroline est déterminé par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire, aprés complexation par I’orthophénanthroline ou

la I-10-phénanthroline avec le fer ferreux, donne un ion complexe rouge orangé contenant trois

molécules de 1-10-phénanthroline pour un ion Fe2".

Les Aos sont déterminées graphiquement & partir des droites de régression linéaire des

absorbances en fonction des concentrations, tracées par le logiciel Origine Pro 8 (Fig. 58).
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Figure 58 : Courbes des absorbances en fonction des concentrations (Phénanthroline).

Les valeurs d’Aos obtenu grace au logiciel OriginePro8 ont été classées par ordre

croissant sous forme d’un histogramme (Fig. 59).
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Figure 59 : Les A0,5 des échantillons testés classées par ordre croissant (Phénanthroline).

Les résultats obtenus pour cette activité sont en concordance avec les observations (Fig. 56).
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Figure 60 : photo prise lors du dosage de I’activité de phénanthroline.

Le produit Aal exerce la plus grande activité réductrice des échantillons étudiés. Suivi
par I’extrait chloroformique et d’acétate d’éthyle avec une Ao de I’ordre de 9,79 et 10,02 ng/ml
respectivement. La concentration a Aos pour I’extrait butanolique et méthanolique s’avere
moins intéressant que celui des autres extraits ainsi que le produit Aal issue de I’extrait acétate
d’éthyle.

Les standards BHA et BHT présentent la concentration la plus importante. A forte
concentration, le produit Aal montre une activité 3 fois moins importante que le BHT (Aos
¢gales a 7,15 pg/ml). Cependant, I’extrait chloroformique et I’extrait d’acétate d’éthyle sont
moins actifs et présentent une propriété reductrice similaire et 5 fois moins importantes de celle
de BHT. D’un autre c6té, les données enregistrées avec les extraits butanolique et méthanolique
ont mis en évidence des valeurs de Aos tres loin de celle du BHT estimées a 24,02 et 34,21

ug/ml respectivement.
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Conclusion

Conclusion

Ce présent travail porte sur I’investigation phytochimique et biologique d’une plante
du genre Astragalus appartenant a la famille des Fabaceae. Cette derniere est connue par sa
richesse en métabolites secondaires, les triterpenes, les flavonoides, isoflavonoides, les

saponosides et alcaloides doués d’activités biologiques prometteuses.

L’étude phytochimique réalisée sur 1’extrait acétate d’éthyle de I’espece Astragalus armatus
Willd a permis d’isoler trois composés naturels dont deux flavonoides (Aal et Aa3) et un
phytostérol (Aa2),

L’isolement et la purification de ces composés Aal- Aa3 a été essentiellement fondée
sur ’utilisation conjointe des techniques chromatographiques (CC, CCM et HPLC) utilisant
deux supports (silice normale et silice greffée RP-18).

v Isorhamnetine (Aal).
v Isorhamnetine 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6) -gD galactopyranosyl] (Aa3).
v' Phytostérol (Aa2).

Les structures des produits isolés ont ¢été établies par les méthodes d’analyse
spectroscopiques RMN 1D *H et *C, RMN 2D (COSY H-H, HSQC et HMBC), UV et par
comparaison avec les données de la littérature.

L’activité antioxydante de 1’extrait chloroformique, butanolique, méthanolique et
acétate d’éthyle, ainsi que le produit isolé Aal, de I’espéce Astragalus armatus Willd a été
évaluée in vitro a différents écheles par ’application de plusieurs tests : DPPH, ABTS,
CUPRAC, ainsi que le test de pouvoir réducteur, et de la phénanthroline. Cette activité est liée
en grande partie a la composition de I’extrait en composés phénoliques, particulierement

flavoniques.

Ainsi, des études complémentaires restent souhaitables pour approfondir les résultats
obtenus et déterminer les principes actifs au niveau des autres extraits.
D’autres perspectives pourraient étre également envisagees par la recherche de nouvelles

molécules ainsi que d’autres activités biologiques.
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Rébume

Ce travail de recherche a porté sur l'investigation phytochimique de plantes médicinales
Astragalus armatus Willd appartenant a la famille Fabaceae, ainsi que 1’évaluation d’activité
antioxydante des extraits végétaux, et le produit isolé Aal.

Ce travail a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (CCM, CC et CLHP) et
la caractérisation par les différentes méthodes spectroscopiques (RMN et UV) de 3 métabolites
secondaires dont 2 composeés de nature flavonoidique et un phytostérol.

L’évaluation de I’activité anti-oxydante in vitro des extraits ainsi du composé Aal est réalisee
par cing méthodes incluant : DPPH, ABTS, CUPRAC, ainsi que le test de pouvoir réducteur,
et de la phénanthroline.

Les résultats des différents tests de I'activité anti-oxydante montrent que tous les extraits ainsi

que les produit isolé I’lsorhamnetine (Aal) ont réagi comme des anti-oxydants.

Mots clés : Fabaceae, Astragalus armatus willd, Chromatographie, Flavonoides, RMN, UV,

Activité antioxydante.



Hlitract

This research is focused on the phytochemical investigation of the medicinal plant Astragalus
armatus Willd belonging to the Fabaceae family and the evaluation of the anti-oxidant activity
of crude extracts and isolated compound Aal.

This work allowed the isolation by chromatographic methods (CCM, CC and HPLC), and the
characterization by spectroscopic analysis (NMR 1D and 2Dand UV IR) of 3 secondary

metabolites including 2 flavonoids and one phytostérol

The evaluation of the antioxidant activity of the extracts as well as isolated compound was
carried out by five methods including DPPH, ABTS free radical scavenging assay, ferric
reducing antioxidant power, CUPRAC assay, and phénanthroline assay.

The results of the anti-oxidant activity show that all extracts and isolated product Isorhamnetin

(Aal) act as anti-oxidants

Key words: Fabaceae, Astragalus armatus willd, Chromatography, Flavonoids, RMN, UV,

Antioxidant activity.
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Résumé
Ce travail de recherche a porté sur [linvestigation phytochimique de plantes médicinales
Astragalus armatus Willd appartenant a la famille Fabaceae, ainsi que 1’évaluation d’activité
antioxydante des extraits végetaux, et le produit isolé Aal.
Ce travail a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (CCM, CC et CLHP) et la
caractérisation par les différentes méthodes spectroscopiques (RMN et UV) de 3 métabolites
secondaires dont 2 composés de nature flavonoidique et un phytostérol.
L’évaluation de D’activité anti-oxydante in vitro des extraits ainsi du composé Aal est réalisée par
cing méthodes incluant : DPPH, ABTS, CUPRAC, ainsi que le test de pouvoir réducteur, et de la
phénanthroline.
Les résultats des différents tests de [l'activité anti-oxydante montrent que tous les extraits ainsi que

les produit isolé I’Isorhamnetine (Aal) ont réagi comme des anti-oxydants.
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