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Introduction

Introduction

Le régne végetal représente une source importante d’une grande variété de molécules bioac-
tives qui ont été mises a profit dans I’industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique
(Bahorun et al., 1996; Mekkiou, 2005; Petrache, 2018).

L'Algérie, par sa position biogéographique, offre une tres grande diversité écologique et flo-
ristique, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont
15% sont endémiques. Ces espéces restent tres peu explorées, sur le plan phyto-chimique

comme pharmacologique (Mekkiou, 2005; Maazi et Cherfour, 2016).

Les plantes aromatiques représentent un intérét économique dans plusieurs domaines. En
effet, elles sont douées non seulement de qualités aromatiques et culinaires, mais aussi de
propriétés meédicinales variées grace aux différents principes actifs qu’elles contiennent :
alcaloides, flavonoides, tannins, saponosides et huiles essentielles (Bruneton, 1999; Lah-
sissene et al., 2009). La diversité de ces molécules naturelles qui ne sont pas essentielles a
la viabilité des plantes reste une énigme pour les biologistes qui essayent de décrypter leurs
roles dans la nature (Petrache, 2018). Elles constituent un réservoir inépuisable de remedes
populaires les plus efficaces et représentent une source naturelle des médicaments les plus

utilisés actuellement (Bruneton, 1999; Lahsissene et al., 2009).

L’industrie cosmétique est un secteur dynamique qui est en progression continue avec une
croissance du marché cosmétique mondial de I’ordre de 4.0 % en 2016 (Merck, 2018). Ce-
pendant, les polémiques récentes ont alerté le grand public sur le possible danger lié a I’in-
corpotation des composés chimiques dans les produits cosmétiques et pharmaceutiques;
I’utilisation de ceux-ci semble liée a I’apparition des effets secondaires des médicaments et
des produits cosmetiques synthétiques et a 1’augmentation de la résistance des microorga-
nismes pathogenes vis-a-vis des antibiotiques. C'est la raison pour laquelle le marché du
cosmetique naturel a eu un essor spectaculaire en s’orientant vers 1’usage des extraits biolo-
giques actifs des plantes aromatiques et médicinales comme alternatives (Petrache, 2018;

Terescenco, 2018).

Les extraits vegeétaux sont alors considérés comme des substances indispensables au cosmé-
tique et c’est ce qu’on appelle "la phyto-cosmétique”, du fait de leurs propriétés fonction-
nelles ou structurales. 1ls sont extrémement nombreux a étre de plus en plus utilisés en fonc-
tion de leurs activités (hydratantes et nourrissantes, astringentes, cicatrisantes, amincis-

santes, antiseptiques et anti-oxydantes) (Elhachimi et al., 2015; Lehmann, 2015).
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Les traitements & base de plantes reviennent donc au premier plan. Cependant en Algérie,
les plantes médicinales sont peu valorisées; c'est dans ce contexte que nous avons voulu

étudier une de ces plantes.

Calycotome spinosa localement appelée "Guendoul”, est une plante médicinale appartenant
a la famille des fabacées. Selon la littérature, elle est riche en métabolites secondaires no-
tamment les composés phénoliques et trés utilisée pour le traitement de plusieurs atteintes.
Sa partie aérienne est traditionnellement utilisée comme agent anti-tumorale; elle est ainsi
efficace pour le traitement du furoncle, des abceés cutanés et des engelures dans la médecine
populaire sicilienne (Mokhtari, 2012; Djeddi et al., 2015; Cherfia et al., 2020).

L’objectif de notre étude consiste donc a la valorisation de la plante endémique C. spinosa
pour des fins cosmétiques, afin de voir s’il est possible de formuler un produit cosmétique

thermorésistant a base de cette plante. Le travail a été subdivisé en deux grandes parties :

+ Partie théorique : englobe et rassemble des données théoriques sur les plantes mé-
dicinales ; plus précisément les Calycotomes et leurs intéréts, les substances bioac-
tives ainsi que les méthodes d’extraction conventionnelles.

+ Partie pratique : illustre les axes suivants :
1- Extraction des principes actifs thermorésistants de la plante par décoction aqueuse ;
2- Criblage phyto-chimique des extraits ;

3- Quantification des composés phénoligues : polyphénols totaux, flavonoides totaux et tan-

nins condenseés ;

4- Evaluation, in vitro, des activités biologiques « notament anti-oxydantes » des extraits

obtenus.

« Ce que l’on met sur sa peau est aussi important

que ce que l’on met dans son assiette.

Notre peau, organe sensible,

reliée a I'ensemble des fonctions vitales de notre corps,
a besoin d’une nourriture saine,

de l'intérieur comme de [’extérieur. »

Jean- Philippe Naboulet
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1. Revue bibiographique

L’histoire des plantes aromatiques est souvent liée a celle de ’humanité. L’homme a séle
tionné les plantes alimentaires pour se nourrir, médicinales pour se soigner, et toxiques pour
s’en servir comme poisons de fléche a la chasse ou a la guerre (Obame, 2009; Lehmann,

2014).

1.1 Utilisation Traditionnelle des plantes

Les civilisations antiques du Moyen-Orient (Les Sumériens, les Babyloniens, les Hébreux
et les Egyptiens) semblent avoir prété une grande attention aux yeux : les cosmétiques utili-
sés protégeaient ceux-ci des mouches et du soleil éblouissant. Les cils, les paupiéres et les
sourcils étaient peints en noir avec du khél, une pate a base de suie et d'antimoine ou de
galéne (une forme de minerai de plomb). Les Egyptiens bordaient la partie inférieure de I'ceil
avec une pate verte contenant principalement de la malachite pulvérisée et soulignaient le
contour de I'eeil avec un mélange préparé a partir d'ceufs de fourmis écrasés (Lehsissene et

al., 2009; Lamsaouri, 2017).

Le henné (poudre tirée des feuilles séchées de I'arbuste du méme nom) a été utilisé pour
teindre les cheveux, les ongles, la paume des mains et la plante des pieds. L'huile d'amande
douce, I'huile d'olive et I'huile de sésame, le thym et l'origan, le safran (Tableau 1), la
myrrhe, le nard, I'eau de rose et la chypre constituaient la base de préparations qui furent par

la suite adoptées dans le monde entier (Lamsaouri, 2017).

Tableau 1 Mode de préparation et d’utilisation thérapeutique de quelques plantes médici-
nales (Hseini et al., 2007 ; Garcin et Carral, 2007; Bouzidi et al., 2013).

Thymus vulgaris  Lamiaceae Feuilles Poudre ou infu-  Fievre, toux, blessures et
sion infections.

Maladies digestives,

Crocus sativus L. Iridaceae Fleurs Décoction calme les brulures et ré-
gule la circulation du
sang.
Origanum vulgare Lamiaceae = Tiges feuil- Infusion Bronchite et froid.
lées



https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
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1.2 Utilisation Moderne des plantes

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Environ 60 % des spécialités médicamenteuses employées en mé-
decine courante sont issues, directement ou par hémi-synthese, du régne végétal (Gros-
mond, 2001; Iserin, 2001).

La phytothérapie est I’utilisation des plantes (ou I’ensemble des ¢léments de la plante) a des
fins thérapeutiques. Il s’agit d’une des sciences médicales les plus anciennes, elle est connue
aujourd’hui sous le nom de « remede de bonne femme ». Cette science connait de nos jours
un renouveau exceptionnel en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chro-
niques, comme l'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médica-
ments inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour l'orga-
nisme (Iserin, 2001; Kahlouche-Riachi, 2014).

La plupart des espéces végétales présentent des avantages dont les médicaments sont souvent
dépourvus. La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de pro-
cessus biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que I'essentiel des médicaments
de synthése sont des xénobiotiques ayant des effets secondaires tres mal maitrisés (Isrin,
2001; Decaux, 2002; Bruneton, 2009).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et cosme-
tique; car elles constituent une source immense de biomolécules complexes pouvant étre
exploitées par I’homme dans plusieurs industries telles que 1’industrie agroalimentaire, phar-

maceutique et cosmétique (Lahsissene, 2009; Pertache, 2018).

1.3 Phyto-cosmétiques
Les produits naturels sont utilisés depuis des siécles et sont souvent la seule option pour la
la plupart des nécessités humaines : de la nourriture a la préparation médicinale, en passant

par les matériaux et méme a des fins de beauté (Costa, 2015).

Les produits cosmétiques naturels sont devenue une tendance remarquable de nos jours, ils
sont définis selon le Conseil de I’Europe comme : « tout produit se composant de substances
naturelles et élaboré dans des conditions particulieres » (Tableau 2). En effet, les ingrédients

doivent étre obtenus et traités exclusivement au moyen de méthodes physiques, telles que la
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centrifugation, la filtration, la distillation ou la percolation, et des méthodes microbiolo-
gigues ou enzymatiques » (Couteau et Coiffard, 2010; Pertache, 2018).

Tableau 2 Exemples de quelques produits cosmétiques naturels et leurs effets thérapeu-
tiques (Lacharme, 2011).

Produits Effets thérapeutiques

Protege les cellules de ’attaque des radicaux libres.
Huile d’argan Lutte contre le desséchement de la peau.

Prévient activement le vieillissement cutané.

Protege des agressions extérieures comme le soleil, le vent, le froid.
Beurre du coco Il est recommandé pour les peaux séches, irritées ou sensibles

comme celle des bébés.

Hydratant, humectant, rafraichissant, anti-irritant et stimulant de la

Miel regénération des cellules épidermiques.
Purifiante et astringente, on la retrouve dans les démagquillants et les

Eau de rose lotions toniques.

Les produits phytocosmétiques (Tableaux 2, 3) peuvent étre défini comme des produits cos-
métiques a base de plantes (c’est-a-dire contenant une ou plusieurs drogues végétales ou
préparations a base de plantes) et répondant ainsi a la définition générale des produits cos-
métiques donnée par article L. 5131-1 du Code de la santé publique : « On entend par
produit cosmétique, toute substance ou préparation destinée a étre mise en contact avec les
diverses parties superficielles du corps humain, notamment 1’épiderme, les systémes pileux
et capillaire, les ongles, les dents et les muqueuses buccales, en vue, exclusivement ou prin-
cipalement, de les nettoyer, de les parfumer, d’en modifier I’aspect, de les protéger, de les
maintenir en bon état ou de corriger les odeurs corporelles » (Lehmann, 2015; Merck,
2018).
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Tableau 3 Usage thérapeutique de quelques plantes medicinales en cosmétique (Brune-
ton, 2009; Johnson et More, 2014; Ngene et al., 2015).

Plante Nom latin Famille Partie utili- Intérét
sée

Simmondsia chinen- Propriétés nour-
sis (Link) C. Schnei- = Simmondsiaceae Graines rissantes et hy-
der dratantes.
Acacia decurrens Propriétés régé-
var. dealbata Link. Mimosaceae Fleurs nératrices de
I’épiderme.

Rhizomes | Inhibe la biosyn-

Glycyrrhiza glabra these de méla-
L. Fabaceae nine.
Racines Activité anti-in-
flammatoire.

La réglisse

L’incorporation des essences naturelles dans les produits cosmétiques permet d'obtenir des

produits sains, sOrs et non invasifs et d’améliorer la qualité du mode de vie et du bien-étre.

Parmi les familles des plantes qui sont largement utilisées en cosmétique, on trouve la famille
des fabacées (Pertache, 2018).

1.4 Famille des Fabaceae

Au sens etymologique, Fabaceae dérive de « Faba » (féve, en latin) qui vient du grec "Phago™
signifiant "manger". Elle constitue une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec
plus de 730 genres et 19 400 espéces. Elle est classée dans le royaume des Plantae, division
des Magnoliophyta, classe des Magnoliopsida et ordre des Fabales. Les formes arborescentes
prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions tempérees (Man-
ceau, 1946; Wojciechowski et al., 2004; Dupont et al., 2007; Petit-Aldana et al., 2014).
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Un des critéres représentatifs des Fabaceae est la présence de nodules fixateurs de l'azote
atmospherique sur les racines des Papilionoideae (= Faboideae) et des Mimosoideae, alors
qu’ils sont absents chez la plupart des Ceasalpinioideae. Ces nodosités sont le résultat d'une
symbiose entre des bactéries du genre Rhizobium et les différentes espéces des légumineuses
(Peirs, 2005).

1.41 Intéréts des Fabaceae
+ Importance thérapeutique
En médecine traditionnelle, plusieurs parties des plantes de la famille des Fabaceae sont

utiles pour le traitement de diverses affections, citant :

o Elimination des bronchites normales, guérison des maladies du systéme respiratoire
supérieur, des douleurs rhumatismales et d’inflammation des glandes.
o Prévention d’insomnie, du stress et des battements du cceur causé par la nervosité.

o Régulation de la dépense énergétique et du métabolisme.

Avec d’autres propriétés antibactériennes, antifongiques, antihypertensives, antioxydantes,
antivirales, insecticides, diurétiques et hypoglycémiques, ainsi que leurs effets hépatopro-

tecteurs et néphroprotecteurs (Piers, 2005).

+ Importance alimentaire
La famille des Fabaceae est I'une des plus importantes familles de plantes dans la production
d'aliments pour les humains (haricot, pois, feve, soja) et le bétail (tréfle, luzerne, sainfoin),
ainsi que pour la production de produits industriels en agriculture (Louarn et al., 2010;
Wojciechowski et al., 2004).

Les légumineuses alimentaires et les graines de certaines espéces végétales de Fabaceae
constituent une source majeure de nutriments comestibles. Parmi les especes de trés grande
importance alimentaire et thérapeutique, on cite : Fenugrec (Trigonella foenum-graecum) et

Glycine soja Siebold et Zucc (Glycine max subsp) (Boumaza, 2017).

1.4.2 Toxicité de certaines fabacées
Un nombre non negligeable de fabacées est toxique. Il est important de noter que son ordre
comporte plus de 16000 especes dangereuses. Les parties les plus souvent incriminées dans
les empoisonnements sont les graines ou sont accumulés les principes toxiques. On peut citer
: Tephrosia vogelii, Physostigma venenosum et les especes du genre Coronilles (Mekkiou,
2005).
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1.5 Genre Calycotome

Le genre Calycotome appartient a la famille des fabacées qui constituent la troisiéme famille
la plus importante du régne végétal (environ 16000 espéces) apres les Astéracées et les Or-
chidacées. Les Calycotomes sont des arbrisseaux tres épineux, genét a tiges élancées et écar-
tées, formant des buissons qui peuvent atteindre deux metres de hauteur. Le rameau est vert,
puis brun en vieillissant, et se termine en épine. Les plantes de ce genre ont des feuilles a
trios folioles et a fleurs jaunes, elles apparaissent dés la fin de I'hiver. Elles sont groupées et
trés nombreuses. Les fruits sont des gousses aplaties, longues de trois a quatre centimeétres,
contenant trois a huit grains (Mokhtari, 2012; Chikhi, 2014; Cherfia et al., 2017).

1.5.1 Etymologie
Du grec calyx, calice, temnd, je coupe : le calice se rompt circulairement et parait, comme
coupé apres la floraison (Mokhtari, 2012; Cherfia et al., 2017).

1.5.2 Espéces appartenant au genre Calycotome
Ce genre contient cing espéces : Calycotome spinosa, Calycotome villosa, Calycotome in-
festa, Calycotome rigida et Calycotome intermedia. Elles sont répandues dans la région mé-
diterranéenne, notamment dans le nord de I'Afrique et I’Espagne (Brullo, 2013; Cherfia et
al., 2020).

1.6 Eespéce Calycotome spinosa
1.6.1 Description botanique

Le genét est présent sous forme d’un arbrisseau de 1 a 2 m d’hauteur. Les rameaux sont
épineux et fortement imbriqués, ce qui rend parfois les matorrals occupés par cette plante
difficilement pénétrable. Les feuilles sont trifoliolées noircissant a la dessiccation. Les fleurs
sont soit solitaires soit réunis par 2 a 4, naissant latéralement sur les rameaux surtout vers le
sommet. Les gousses sont longues de 3 a 4 cm, noirs a maturité. Les fruits contenant 4 a 8
graines brun jaunatre (Figure 1) (Rameau et al., 2008; Mokhtari, 2012; Damerdji, 2014).
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Figure 1 Morphologie de Calycotome spinosa (1), (2), (3) : rameau épineux, (4) : gousse,
(5) : feuille trifoliée (Rameau et al., 2008).

1.6.2 Nomenclature

Cette espéce possede plusieurs noms, citant : (Damerdji, 2011).
Nom scientifique : Cytisus spinosus.

Nom latin : Calycotome spinosa Link.

Nom commun (francais) : Calycotome épineux.

Nom vernaculaire : Genét.

Nom arabe : Guendoul.

1.6.3 Distribution
Elle est répandue dans les régions chaudes et tempérées, poussant sur des sols rocailleux,
secs et 1égérement acides dans des zones ou les précipitations sont modérées. Elle se trouve
surtout dans les lieux siliceux de la région méditerranéenne, elle est trés commune en Algérie
(Parsons et Cuthbertson, 2001; Mokhtari, 2012; Damerdji, 2014).



https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22E.+G.+Cuthbertson%22&source=gbs_metadata_r&cad=9
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1.6.4 Position systematique

C. spinosa est classée comme suit: (Figure 2)

Embranchemen!t;: Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes
L9 2

Classe : Dicotylédone
7

Sous-classe : Dialypétales
7

| |
| |
| |
| |
| Ordre : Fabales |
| |
| |
| |
| |

L ¥2

Famille: Fabaceae
5

Sous-famille: Papilionoideae
L9 2

Genre: Calycotome
7

Espéce: Calycotome spinosa

Figure 2 Position systématique de Calycotome spinosa (Damerdji, 2011; Damerdji,
2014).

1.6.5 Propriétes
¢ Plante mellifére, inflammable, utilisée comme plante ornementale.
o Feuilles et fruits astringents.

e Bois jaune clair, cceur d’un brun jaunatre (Rameau et al., 2008).

1.6.6 Données phyto-chimiques
Selon I’espéce, les Fabaceae contiennent des fibres, des vitamines (A, C, E), des composants
organiques (protéines, oligosaccharides, glucides, graisses, oxalate et acide phytique) et des
composants minéraux (calcium, magnésium, potassium, fer, zinc et azote). Cepandant, les
flavonoides sont les principaux constituants de la famille de cette plante (Wanda et al.,
2015).

Plusieurs composés tel que les phénols, les flavonoides, les alcaloides et les anthraquinones

ont été identifiés a partir des extraits du genre Calycotome (Cherfia et al., 2020).

Les feuilles de C. spinosa ont une teneur en matiéres azotées totales élevée (33.7%) et une
teneur moyennement faible en matiére seche (28.20%) ce qui en fait d’elles un aliment riche
en eau, qui ne se desséche pas en période estivale (période de soudure). Cette plante est aussi

reconnue par son contenu excessivement riche en composés phénoliques et en tannins totaux

10
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avec 119.43 et 83.68 g équivalent acide tannique/kg de matiere séche, respectivement
(Boudechiche et al., 2014).

1.6.7 Utilisation de la plante
Dans les indications thérapeutiques, la plante C. spinosa est utilisée comme un anti-ictérique
et antibiotique (Sari, 2013).

Elle est recommandée pour un usage externe, contre le gonflement, I’cedéme et surtout contre

la rétention d’urine parce que ses substances actives sont diurétiques (Saidi et al., 2015).

L’infusion ou décoction des fleurs et des feuilles des Calycotome peuvent étre utilisé comme
une poudre pour traiter les nouvelles blessures et aussi pour guérir les troubles cardiovascu-

laires et les troubles du systeme nerveux (Saidi et al., 2015; Cherfia et al., 2020).

De plus, leurs feuilles sont trés riches en protéines brutes (33.7% MS), ce qui fait de cette
Iégumineuse un excellent complément en protéines pour le fourrage de faible qualité et les

produits fibreux de sous-bois (Cherfia et al., 2017).

1.7 Composés chimiques des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents écosys-
temes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans I’ensemble
des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’organisme. On distingue ainsi
deux groupes de métabolites : les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Hart-
mann, 2007).

1.7.1 Métabolites primaires
Ces sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de la plante pour
y assurer sa survie (la croissance et la respiration). Ces métabolites sont classés en quatre
principaux groupes : Les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Epifano
et al., 2007; Bénard, 2009).

1.7.2 Métabolites secondaires
Les métabolites secondaires ou allélochimiques, sont des molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al.,
2002; Abderrazak et Joél, 2007; Coffi et al., 2012).

Les produits du métabolisme secondaire sont d’une grande variété structurale (plus de

200000 structures définies). lls sont recherchés parce qu'ils sont reconnus pour leurs activités

11

——
| —



Revue bibliographigue

biologiques nombreuses qui peuvent promouvoir des effets positifs sur la santé, en termes
d'activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques et antioxydantes, ils sont utilisés
dans les secteurs industriels de I'agriculture, de lI'alimentation et des pharmaceutiques (Epi-
fano et al.,2007; Ben Amor, 2009).

Ces métabolites sont divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les

terpénes et les alcaloides (Abderrazak et Joél, 2007).

1.7.2.1 Composeés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui constituent un des groupes
les plus représentés et largement distribués dans le monde végétal avec plus de 8000 struc-
tures phénoliques. L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d'au
moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle,
libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton, 2015;
Saponjac et al., 2016).

Les polyphénols sont des molécules hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500
et 3000 Dalton, et ayant, en outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de pré-
cipiter les alcaloides, la gélatine et d'autres protéines (Dangles et al., 1992; Hagerman et
al., 1998; Collin et Crouzet, 2011).

Ces sont des pigments généralement responsables de la teinture des feuilles et des fruits. lls
sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles de tous les végétaux.
Les principales sources alimentaires des polyphénols sont les fruits, les légumes et les cé-
réales (Martin et Andriantsitohaina, 2002; Bruneton, 2009).

¢ Localisation des polyphénols au sein de la plante
Au niveau cellulaire, leur répartition est principalement dans deux compartiments : les va-
cuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugues avec des sucres ou des
acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur toxicite pour
la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés aux

structures pariétales (Benard, 2009).

A T’échelle tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante et qui
peut étre trés caractéristique. Au sein des feuilles, leur répartition est variable, par exemple
. Les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme (Madi,

2018).

12
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Les polyphénols sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base.
Ils regroupent un vaste ensemble de substances chimiques parmi lesquelles on distingue les
acides phénoliques, les flavonoides et les tannins (Dacosta, 2003; Ballasundram et al.,
2007).

a) Acides phénoliques
IIs constituent la forme la plus simple des composés phénoliques. Un acide-phénol (ou acide
phénolique) est un composé organique possédant au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011).

I1s se divisent en deux classes : celle qui dérive de 1’acide benzoique avec une structure (C6-
C3 ou C6-C1) et celle qui dérive de 1’acide cinnamique (C6-C3) (Tableau 4) (Hollman,
2001).

Ils présentent des propriétés biologiques intéressantes : anti-inflammatoires, antiseptiques

urinaire, antiradicalaire (Bruneton, 1999).

Tableau 4 Exemples de quelques acides phénoliques (Akroum, 2011).

Benzoiques Cinnamiques ‘
o )
S
| o W
= HO "
Acide benzoique Acide cinnanuque
o
0
HO
@’)\ OH H:fu\©/‘%)‘\
- oH
HO
on HO™
Acide gallique Acide ferulique

b) Flavonoides
Le terme « flavonoide » est d0 & la couleur jaune (= flavus en latin) qu’il engendre. Les
flavonoides sont fréquemment décrits chez les Fabaceae. Ces sont des métabolites secon-
daires des plantes dont 1’on aurait a ’heure actuelle caractérisé pres de 6500 représentants
différents (Harborne et Williams, 2000; Akroum, 2011).
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Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E. Chervreul en 1814, mais n'ont été réel-
lement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de vitamine
P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins. Cette
dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspon-
daient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances appar-

tiennent aux flavonoides (Nijveldt et al., 2001).

Contrairement aux flavonoides présents dans les fleurs, qui leurs conférent leurs couleurs,
les flavonoides présents dans les feuilles, sont masqués par la présence de chlorophylle
(Harborne et Williams, 2000).

¢+ Structure chimique
Les flavonoides partagent une origine biosynthétiqgue commune. Ce groupe de composés est

en effet défini par une structure générale en C15 (Bruneton, 2009).

Par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure en C6-C3-
C6 du diphénylpropane (Figure 3), les trois carbones servant de jonction entre les deux

noyaux benzéniques notés A et B et forment généralement un hétérocycle oxygéné (De

Rijke et al., 2006).

Figure 3 Structure de base des flavonoides (Sahli, 2017).

Les flavonoides regroupent une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques. Ils
sont classés en 6 familles qui impliquent les flavonols (Quercétrine, Catéchine), les flavones
(Apigénine, Luteoline), les flavanes, les isoflavonoides (Isoflavones, roténoides), les antho-
cyanines (Pélargonidine, cyanidine et péonidine) et les flavanols (Epicatéchine) (Bruneton,
2009; Muanda, 2010).
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+« Distribution
Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, bois et pollens, ils peuvent aussi étre rencontrés dans certains bois-

sons et chez certains fourrages (ex : tréfle) (Verhoeyen et al., 2002).

Ils sont synthétisés au niveau des chloroplastes et participent a la phase lumineuse de la
photosynthése comme transporteurs d’électrons, certains quittent le chloroplaste et s’accu-

mulent dans les vacuoles (Elicoh-Middleton et al., 2000).

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est- a-
dire liée a des oses et d’autres substances. Dans la plupart des cas, les flavonoides sont pré-
sents sous forme glycosidique dans les vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ou des
racines. Les flavonoides aglycones, notamment les flavonoides simples et polymethylés,
sont plutdt présents sous forme de cires dans les feuilles, les écorces et les bourgeons floraux
(Heller et Forkmann, 1993; Iwashina, 2000).

% Intérét des flavonoides

Ces sont des pigments quasiment universels des plantes assurant par ce biais une étape fon-
damentale de la reproduction des végétaux. Ces composés controlent la croissance et le dé-
veloppement des plantes en interagissant d’une maniere complexe avec les diverses hor-
mones végétales de croissance. Ils interviennent aussi dans les processus de défense contre
le rayonnement UV, les herbivores et les attagues microbiennes. 1ls sont également reconnus
pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemples les activités antialler-
giques, antivirales et anti- inflammatoires. Certains flavonoides peuvent entraver 1’athéros-
clérose et par conséquent réduisent le risque des maladies cardiovasculaires (Van Hoof,
1984; Brasseur, 1989; Hertog et al., 1993; Marfak, 2013; Bruneton, 2015).

Ils peuvent aussi reduire le diabéte en inhibant I’enzyme aldose réductase (Chaudhry,
1993). Ong et Khoo (1997 ; 2000) ont rapporté que la myricétine posséde un effet hypogly-

cemiant chez des animaux diabétiques.

¢) Tannins
Les tannins représentent une classe tres importante de polyphénols localisés dans les va-
cuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. Ils sont largement répandus
dans les organismes végétaux et plus particulierement dans les fruits, les graines de céréales

et diverses boissons. Ces composés se trouvent dans I'ensemble des végétaux et dans toutes
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leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). lls ont la capacité de former des complexes
avec des macromolécules (les protéines) et des liaisons entre les fibres de collagénes, d'ou

viennent la plupart de leurs propriétés (Paolini et al., 2003; Collin et Crouzet, 2011).

Aujourd'hui, il existe deux catégories de tannins d'origine biosynthétiques différentes : Les

tannins hydrolysables et les tannins condenses (Paolini et al.,2003).

e Tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeres de 1’acide gallique ou de
son produit de condensation : L’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible et

précipitent beaucoup moins les protéines que les tannins condensés (Madi, 2018).

e Tannins condensés

Les tannins condenses (proanthocyanidines ou procyanidines) non hydrolysables, résultent
de la polymérisation d'unités flavan-3-ols. Ces sont des polyphénols de masse molaire élevée
(Krief, 2004; Madi, 2018).

% Intérét des tannins

Les tannins ont longtemps été utilisés pour rendre la peau animale fraiche, imputrescible et
résistante a I'eau, la chaleur et I'abrasion. Ces propriétés sont dues a l'aptitude des tannins a
se combiner aux macromolécules (et donc aux fibres de collagéne de la peau). lls sont res-
ponsables de 1’astringence de nombreux fruits et Iégumes et des produits qui en sont dérivés
(vin, biere, thé ect.). Ces composés sont aussi répandus pour leurs nombreuses activités thé-
rapeutiques notamment anti-infectieuses, cardiovasculaires, hormono-dépendantes et anti-
cancéreuses (Krief, 2004; Macheix, 2005; Madi, 2018).

1.7.2.2 Alcaloides

Les composés azotes se divisent en deux groupes : les acides amines et les alcaloides. Les
acides aminés (qui n'appartiennent pas aux métabolites secondaires) sont a la base de la
constitution des protéines et des autres peptides. Tandis que les alcaloides sont des métabo-
lites secondaires végétaux pharmacologiquement actifs contenant de 1’azote. IIs ont, de plus,
la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds, ce qui permet leur caractérisation aisée
(réactif de Mayer, de Dragendorf etc.) (Kreif, 2004; Muanda, 2010; Royer, 2018).

% Localisation au sein de la plante
Environ 20% des espéces de plantes a fleurs produisent les alcaloides et chacune les accu-

mule en fonction d’un modé¢le unique et prédéfinie. Généralement, ils sont produits dans les
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tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines ect. Chez de nombreuses plantes, les
alcaloides se localisent dans les piéeces florales, les fruits ou les graines (Kreif, 2004; Royer,
2018).

% Intérét des alcaloides
Leur r6le dans la défense chimique est supporté par leur large gamme d’effets physiolo-
giques sur les animaux et par leur activité antibiotique et répulsive contre les insectes. Cer-
tains sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la mor-
phine, la codéine), dans le cadre des protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent
accompagneés des hypnotiques, comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou
agents anti-cancéreux (taxol, vinblastine, vincristine). Leurs propriétés pharmacologiques
concernent des domaines variés comme le systeme nerveux central, le systéme nerveux auto-

nome, la cancérologie et la parasitologie (Kreif, 2004; Muanda, 2010; Royer, 2018).

1.7.2.3 Saponosides

Les saponosides constituent un large groupe d'hétérosides trés répondus chez les végétaux.
Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parceque ces COMpOSés
moussent une fois agités avec de 1'eau d’ou leur effet tension-actif. Ils se composent d'agly-
cones non polaires liés & un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d'éléments structuraux
polaires et non polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse. Fonda-
mentalement, on distingue les saponines stéroiques et les saponines triterpéniques, citant

comme exemple la saponine de soja (Figure 4) (Kreif, 2004; Muanda, 2010).

OH

HOHC (s3]

Figure 4 Structure chimique de la saponine de soja (Muanda, 2010).

Les saponosides jouent un réle de défense du végétal contre les pathogenes microbiens : Ils

sont toxiques pour les animaux a sang froid, en particulier les poissons et les mollusques.
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Certaines drogues a saponosides sont utilisées pour leurs propriétés anti-tussives (rhizome
de la réglisse), mais aussi anti-cedémateuses (cotylédons de la graine de Marronnier d'Inde)

ou encore analgésiques (Platycodon grandiflorum) (Kreif, 2004).

1.7.2.4 Terpenes

Les terpénes forment une classe d’hydrocarbures produits par de nombreuses plantes, en par-
ticulier les coniferes. Ces molécules sont les composants majeurs de la résine et de I'essence
de térébenthine produite a partir de résine. Parmi les terpenes les plus importants on trouve
: l'a-pinéne, le B-pinéne, le 6-3- carene, le limonéne et le caroténe. Les terpénes sont des
dérivés de I'isoprene CsHs (Figure 5) et ont pour formule de base des multiples de celle-ci
(CsHs) n. L'isopréne est considéré comme I'un des éléments de construction préférés de la
nature (Muanda, 2010; Saxena, 2013). En fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut
distinguer pour ; n = 2 : les monoterpenes (C10), n = 3 : les sesquiterpénes (C15), n=4: les
diterpenes (C20), n =5 : les sesterpenes (C25), n = 6 : les triterpénes (C30) (Halmi, 2015).

=

Figure 5 Structure chimique d'isoprene (Muanda, 2010).

Les terpénes jouent un réle important en tant que composés signals et régulateurs de crois-
sance (phytohormones) des plantes. Ils peuvent avoir des propriétés médicinales telles que :
anticarcinogéne (alcool périlleux), antipaludique (artémisinine), anti-ulcéreux, antimicro-
bien ou diurétique (glycyrrhizine). lls fonctionnent comme des phytoalexines dans la défense
directe des plantes, ou comme signaux dans les réponses de defense indirectes impliquent
des herbivores et leurs ennemis naturels. Les caroténoides sont importants en tant que pré-
curseurs de la vitamine A, qui joue un rdle central dans la vision. lls sont de bons antioxy-
dants et contribuent a des effets bénéfiques de nombreux aliments. Plusieurs plantes produi-
sent des terpenes volatils afin d’attirer des insectes spécifiques pour la pollinisation ou au-
trement afin d'expulser certains animaux qui utilisent ces plantes comme aliments (Muanda,
2010; Saxena, 2013; Halmi, 2015).
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Actuellement, grace au développement des méthodes d’extraction et des techniques d’ana-
lyses physico-chimiques et biologiques, une meilleure connaissance de la composition des

plantes et leurs intéréts est devenue possible (Nkhili, 2009).

1.8 Techniques d'extraction des substances bioactives
La valeur des plantes médicinales se trouve dans certaines substances chimiques bioactives,
essentiellement les métabolites secondaires, qui possédent une action physiologique sur le

corps humain : alcaloides, polyphénols et terpénoides (Kardong et al., 2013).

L’extraction de ces métabolites est une étape trés importante dans leur isolement, aussi bien
que dans leur identification. Ils peuvent étre extrait par plusieurs techniques, dont les tech-
niques traditionnelles (Mahmoudi et al., 2013; Benzeggouta, 2015).

Les méthodes traditionnelles sont celles utilisant les procédés de base les plus simples pour
extraire 1’extrait brut de la plante par I’intermédiaire de I’eau (pour les molécules hydroso-

lubles) ou de I’huile (pour les molécules liposolubles) (Benzeggouta, 2015).

Parmi les divers procédés utilisés traditionnellement, on compte 1’infusion, la macération et

la décoction.

1.8.1 Infusion
C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de 1’eau bouillante
sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs principes
médicinaux. Elle convient pour I’extraction des parties délicates ou finement hachées des
plantes (feuilles, fleurs, graines, écorces et racines) ou bien ayant des constituants volatiles

ou thermolabiles comme les huiles essentielles (Benzeggouta, 2015).

1.8.2 Macération
C'est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact avec un
solvant pour en extraire les principes actifs. Elle se fait dans de 1’eau froide (macération
aqueuse) ou dans une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voir
plusieurs jours, afin de permettre aux constituants actifs de bien diffuser. C’est une extrac-

tion qui se fait a température ambiante (Feknous et al., 2014; Benzeggouta, 2015).
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1.8.3 Décoction
L’extraction par décoction est un procédé¢ utilisé traditionnellement soit dans la préparation
des boissons comme le thé ou dans les préparations traditionnelles a base de plantes médici-
nales (Benzeggouta, 2015; Bohui et al., 2018).

Dans la décoction, les corps sont soumis a 1’action continuée d’un liquide bouillant. Le degré
de chaleur dépend de la nature de ce liquide : dans le cas d’une décoction aqueuse par
exemple, les corps recevront une chaleur de 100 C° ; avec I’alcool, elle sera de 78 C°. Gé-
néralement, les plantes fraiches ou séchées sont bouillées dans de 1’eau pendant 10 a 30
minutes, pour bien extraire les principes actifs (Soubeiran, 1857; Benzeggouta, 2015; Bo-
hui et al., 2018).

Cette méthode est indispensable lorsque les substances qu’on veut extraire ne peuvent se
dissocier que par I’action plus ou moins prolongée de la chaleur. Toutefois, elle doit étre
réservée a l‘extraction des principes actifs non thermolabiles. La décoction est donc efficace

pour I’extraction des composés phénoliques (Soubeiran, 1857; Benchaachoua, 2019).

1.9 Activités biologiques des plantes

Les plantes possedent des propriétés biologiques trés variées, qui trouvent leur application
dans divers domaines. Elles représentent une grande source de composés actifs pour la re-
cherche de nouveaux intrants naturels, car elles possédent divers propriétés phytothérapeu-
tiques que 1’on retrouve chez de nombreux metabolites secondaires tels que les composés

phénoliques, les terpénes et les alcaloides (Joseph-Angelique, 2015).

1.9.1 Activité antioxydante
Les antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études car, en plus de leurs intéréts
dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans le traitement
des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé. De nombreuses études réalisées
sur les produits naturels ont prouvé que ces sont particulierement les composés phénoliques

qui sont responsables de leurs activités antioxydantes (Halmi, 2015; Douaouri, 2018).

1.9.1.1 Radicaux libres
Les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent
un ou plusieurs électrons célibataires (non apparié) sur leur couche externe. Ils sont produits

par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour I’organisme a une dose raison-
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nable. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de dé-
fense. Ces radicaux jouent un réle essentiel dans le bon déroulement de la réaction immuni-

taire, la phagocytose et la communication cellulaire (Peynet et al., 2005; Obame, 2009).

Les RL sont trés instables et réagissent rapidement avec d’autres composants, essayant de
capturer 1’électron nécessaire pour acquérir leur stabilité. Lorsqu’un RL attaque la molécule
stable la plus proche en lui volant son électron, la molécule attaquée devient alors elle-méme
un RL (Halmi, 2015).

1.9.1.2 Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules naturelles ou synthétiques, ayant la capacité de neutra-
liser les radicaux libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Ces sont des compo-
sés qui inhibent ou retardent le processus d’oxydation en bloquant 1’initiation ou la propa-
gation des chaines de réactions oxydatives (Chikhi, 2014; Dridi, 2018). Selon leurs fonc-

tions, les antioxydants sont classés en 3 catégories :

% Antioxydants primaires ou naturels : Principalement phénoliques, ils sont impli-
qués dans la prévention de la formation des oxydants.

« Antioxydants secondaires ou synthétiques : Ayant un réle dans la capture des ra-
dicaux libres.

% Antioxydants tertiaires : lls réparent les molécules oxydées (Benzidane, 2014;
Zeenat et al., 2017).

Selon leur solubilité, ils sont subdivisés en deux groupes :

« Antioxydants hydrophobes : Sont représentés par les vitamines A et E, les flavo-
noides, I’'ubiquinol (Coenzyme Q10), la bilirubine et la mélatonine. Ils agissent es-
sentiellement sur la protection dans les milieux lipidiques.

% Antioxydants hydrophiles : Comme les glutathions, 1’acide urique, la vitamine C,
les thiols, les protéoglycans et I’acide hyaluronique. Ils protegent I'organisme contre
I’oxydation des lipides, des protéines, des sucres, et de I’ADN dans les milieux li-
quides comme le sang, les liquides interstitiels et le cytosol (Hassane, 2010; Benzi-
dane, 2014).

1) Critéres d’un bon antioxydant
Un bon antioxydant doit respecter quelques criteres (Valko et al., 2006) :

v' Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres.
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Chélater les ions de métaux de transition (Fe?*, Cu®) d’importance biologique, ca-
pables de promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton.
Intéragir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer.
Etre rapidement absorbé.

Avoir une concentration qualifiée dans les tissus et les fluides biologiques.

Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

Intérét des antioxydants

Ils sont utilisés pour prévenir de nombreuses maladies (cardiovasculaires et neurodégénéra-

tives, inflammation, diabéte) ainsi que le vieillissement dd a la formation exagéree des radi-

caux libres. Ces molécules sont également utilisées dans les aliments pour retarder la dété-

rioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent due a I’oxydation causée par la

lumiére, la chaleur et certains métaux (Obame, 2009).

Au cours de ces derniéres années, des études sur les activités antioxydantes des plantes mé-

dicinales ont augmenté de facon remarquable grace a leur potentiel antioxydant élevé qui

leur offre la possibilité d’étre utilisées en tant que source naturelle d’antioxydants (Tableau
5) (Haddouchi, 2016).

Tableau 5 Exemples de quelques plantes a activité antioxydante (Bruneton, 2009; Kassi

et al., 2014; Guillouty, 2016).

Molécule bioactive

Glycine max Fabaceae Flavonoides
Mangifera indica Anacardiaceae Flavonoides et tannins
Aspalathus linearis Fabaceae Flavonoides
Helianthus annuus Asteraceae Vitamine E
Actinidia deliciosa Actinidiaceae Vitamine C
Daucus carotte Apiaceae Caroténoides

1.9.2 Autres activités biologiques

v" Activité antimicrobienne

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis

I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les scientifiques

commencent a s’y intéresser (Djahra et al., 2012).
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Les plantes synthétisent plus de 100 000 molécules dotées pour la plupart d’une activité
antibiotique. En géneéral, cette activité est inférieure a celle exercée par les antibiotiques
d’origine microbienne. Les concentrations requises pour exercer une activité antimicro-
bienne sont donc plus éelevées pour les molécules isolées des plantes que pour celles issues
de bactéries et de champignons (Tableau 6) (Tegos et al., 2002; Lewis et Ausubelm, 2006;
Rasolofonantenaina, 2018).

Tableau 6 Activité antibactérienne de quelques plantes médicinales (Fankam et al.,
2011 ; Tankeo et al., 2014 ; Ouattara et al., 2016).

Concentration

Espéce végé- Famille Extrait Souches inhibitrice mi-

tale nimale
P. aeruginosa 885 C/15 12500 pg/mL
Mezoneuron Méthanolique
benthamianum  Fabaceae  d’écorce des ra- E. cloacae 806 C/15 3125 pg/mL
cines
K. pneumoniae 566 YO/15 3125 pg/mL
K. pneumoniae K24 32 pg/mL
Echinops gi- Méthanolique E. coli MC4100, E. aero- 256-512
ganteus Asteraceae des racines genes EA294, and K. pneu- pg/mL
moniae KP63
M. tuberculosis H37Ra 32 pg/mL

v Activité anti-inflammatoire
L’inflammation est une réaction des tissus vivants a une 1ésion ou une stimulation cellulaire
excessive ou normale dle a une agression d’origine mécanique, chimique ou immunolo-
gique. Elle se caractérise par la rougeur, la douleur, la chaleur, la tuméfaction et parfois, une
perte de fonction de la partie du corps affecté (Bakasso, 2009; Abdelli, 2017).

Les plantes étaient utilisées depuis longtemps pour la prévention ou le traitement de mala-
dies, y compris les maladies inflammatoires telles que le thumatisme, 1’arthrose, 1’cedéme et
I’eczéma. Leurs composés bioactifs tels que flavonoides et les tannins s’aveérent posséder
des propriétés anti-inflammatoires importantes. Ils peuvent servir de principes actifs pour la
synthése de nouveaux médicaments anti-inflammatoires tout en ayant des effets secondaires
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minimes et des effets pharmacologiques tres puissants (Tableau 7) (Morel, 2011; Abdelli,
2017).

v Activité anti-diabétique
Le diabete sucré est un désordre métabolique caractérisé par une hyperglycémie chronique
qui touche le métabolisme glucidique, lipidique et proteique, et qui en résulte d’un défaut de

la sécrétion de I’insuline, de 1’action de I’insuline ou les deux conjuguées (Zerriouh, 2015).

Une des remarquables applications de la phytothérapie, est 1’utilisation des plantes médici-
nales pour le traitement du diabéte sucré. L’évaluation de 1’effet antidiabétique de plantes
médicinales et la recherche de principes actifs est une voie prometteuse de découverte de
nouveaux produits antidiabétiques. Il s’agit des glycanes, de certains terpénes, des sulfites,
des polysaccharides, des huiles, des vitamines, des alcaloides, des saponines et d’autres com-
posés (Tableau 7) (Zerriouh, 2015; Boubekeur, 2019).

Marles et Farnsworth (1995) rapportent 1’existence de 1123 espéces douées d’un pouvoir
antidiabétique, appartenant a 725 genres et 183 familles, les familles les plus citées sont les

fabacées, les astéracées, les lamiacées, les liliacées, les poacées, et les euphorbiacées.

v Activité anti-tumorale
Selon I’OMS, « cancer » est un terme général appliqué a un grand groupe de maladies qui
peuvent toucher n'importe quelle partie de I'organisme. L'une de ses caractéristiques est la
prolifération rapide de cellules anormales qui peuvent essaimer dans d'autres organes, for-

mant ce qu'on appelle des métastases.

Un nombre significatif de cancers peuvent étre soignés par la chirurgie, la radiothérapie et
la chimiothérapie surtout s'ils sont détectés suffisamment tot. Cependant, certaines de ces
méthodes de traitement provoquent un grand nombre d’effets indésirables pour I’organisme

qui peuvent étre fatales (Moreau, 2006; Tigrine, 2014).

Dans le domaine de la thérapie anticancéreuse, plusieurs études scientifiques ont confirmé
les biens faits des plantes médicinales dans la guérison ou le soulagement de plusieurs ma-
ladies y compris le cancer (Tableau 7). En effet, un nombre importants d’études in vitro ont
montré que les extraits bruts, aqueux ou hydro-alcooliques, de quelques plantes médicinales
exercent un effet cytotoxique sur différentes lignées de cellules cancéreuses (Moreau, 2006;
Tigrine, 2014).
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Tableau 7 Exemples de quelques plantes a activité anti-inflamatoire, anti-diabétique et
anti-tumorale (Bakasso, 2009; Tigrine, 2014; Abdelli, 2017; Aboura, 2018; Boubekeur,

Activité

Anti-inflammatoire

Antidiabétique

Anti-tumorale

2019).

Plante

Indigofera Macrocalyx

Opuntia ficus-indica

Thymus vulgaris

Cassia tomentosa L.f.

Artemisia vulgaris L.

Salvia officinalis L.

Glycine max

Ceratonia siliqua L.

Camellia sinensis

——
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Famille

Fabaceae

Cactaceae

Lamiaceae

Fabaceae

Asteraceae

Lamiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Theaceae

Molécule bioactive

Flavonoides

Polyphénols

Flavonoides et tannins

Stéroides et tannins

Sesquiterpenes et flavo-

noides

Terpénes et flavonoides

Isoflavone

Polyphénols

Flavonol

'
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2. Matériel et méthodes
Le présent travail est réalisé au niveau du laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de
I’ Activité Microbienne (LAMyBAM), Université des Fréres Mentouri, Constantine 1.

2.1 Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est constitué des feuilles, des tiges et des racines de Calycotome
spinosa. La plante a été récoltée en Février 2020 de la région d'Azawan sur les hauteurs de
I'Emir Abdelkader, Jijel, nord-est de I'Algérie (Figure 6). Elle a été identifiée par I’ensei-
gnante Cherfia Radia (Département de Biologie Appliquée, faculté des SNV, Université des
Fréres Mentouri, Constantine 1).
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Figure 6 A: Endroit de récolte de la plante (Google maps, 2020).

B : Calycotome spinosa (Février, 2020).

2.2 Préparation de la plante

Les trois parties ont été détachées les unes des autres puis déposées sur des tamis dans un
endroit sec, bien aéré, a température ambiante et a 1'abri du soleil jusqu’au séchage. Aprés
une semaine de sechage, chaque partie a été broyée jusqu’a I’obtention d'une poudre fine
(Figure 7). Assurer les bonnes conditions de stockage permettra d’éviter les modifications
chimiques tel que la réduction ou la perte de certains composes comme les chlorophylles, la
diminution de la qualité relative des poly-phénols simples et des tannins solubles et la dis-
parition des flavones en donnant des composés oxydés de couleur brune (Bernadin et al.,
2017).

26

——
| —



Matériel et méthodes

Figure 7 Broyats des feuilles (F), des tiges (T) et des racines (R) de C. spinosa.

2.3 Préparation des extraits

Les extraits aqueux des différentes parties de la plante sont préparés par décoction aqueuse
dont le but d’extraire les substances polaires et thermostables telles que les composés phé-
noliques. Cela est selon la méthode décrite par Rached et al. (2018) avec quelques modifi-

cations :

Une décoction aqueuse a 20% est effectuée en placant 20 g de chaque poudre de plante dans
100 mL d’eau distillée. L’ensemble est ensuite porté a ébullition pendant 15 minute, les
décoctés obtenus subissent un refroidissement a température ambiante puis une centrifuga-
tion pendant 20 min a 4000 t/min a la méme température. Enfin, I’ensemble est filtré a I’aide

d’un papier Whatmann®1 et complété avec de I’eau distillé jusqu’a 100 mL.
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2.4 Evaluation du rendement d’extraction
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des extraits obtenue et la
masse seche du matériel végétal a traiter (Muanda, 2010; Mayouf, 2019). Le pourcentage

du rendement de chaque extrait a été calculé selon la formule suivante :

R (%) = m /M x 100 (Muanda, 2010).

R% : Rendement exprimé en %.
m: Masse en gramme de l'extrait sec résultant apres la lyophilisation (g).

M : Masse seche initiale en gramme du materiel végetal a traiter (g).

2.5 Analyses phytochimiques

2.5.1 Screening phytochimique
Afin de mettre en évidence les différentes classes chimiques de métabolites primaires et
secondaires présentes dans les extraits aqueux de 1’espéce étudiée, plusieurs tests de carac-

térisation ont été établis.

Le criblage phytochimique qualitatif réalisé est base sur des réactions de précipitation ou de
coloration a I’aide des réactifs spécifiques. Il nous a permet de faire une identification préli-

minaire des substances chimiques.

2.5.1.1 Métabolites primaires
A. Détection des sucres (test de Fehling)

Les sucres ont été détetctés selon le protocole suivant (Figure 8).

1 mL de chaque solution d'extrait (feuilles, tiges et racines)
+
1 mL du réactif de Fehling préalablement préparé
(5 mL de la solution A + 5 mL de la solution B)

l Agitation pendant 5 min

Ebullition (100 C°) dans un bain marie (marque GFL) pendant 3 minutes

La formation d'un précipité rouge brique indique la
présence des sucres (El Yahyaoui et al., 2017).

Figure 8 Protocole de détection des sucres.
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B. Détection des protéines (test de Biuret)
Les protéines ont été détetctées suivant le protocole présenté ci-dessous (Figure 9).

1 mL de chaque solution d'extrait (feuilles, tiges et racines)
+

2 mL d'une solution de NaOH a 10%

+
5 gouttes d'une solution de CuSO4 a 1%

Agitation

Un virage de couleur vers le pourpre ou le violet indique la présence des
protéines (Cherfia et al., 2017).

Figure 9 Protocole de détection des protéines.

C. Détection des acides amines
Les acides aminés ont été détetctes selon le protocole suivant (Figure 10).

1 mL d'une solution de ninhydrine a 0.2%
+

1 mL de la solution d'extrait

Ebullition

Le virage de couleur vers le pourpre indique un résultat positif
(Bhandary et al., 2012).

Figure 10 Protocole de détection des acides aminés.
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2.5.1.2 Meétabolites secondaires
A. Détection des polyphénols

La détéction des polyphénols a été effectuée suivant le protocole ci-dessous (Figure 11).

1 mL de chaque solution d'extrait (feuilles, tiges et racines)
.|.

5 gouttes d'une solution de FeCl; a 1%

Une couleur bleu noiratre ou verte plus ou moins foncé indique la
présence des polyphénols (N’guessan et al., 2009).

Figure 11 Protocole de détection des polyphénols.

B. Détection des flavonoides
Le protocole de détéction des flavonoides a éte illustré dans la figure ci-dessous (Figure
12).

1 mL de chaque solution d'extrait (feuilles, tiges et racines)
+

1 mL d'une solution de NaOH & 10%

Agitation

-

Une couleur jaune indique leur présence (Cherfia et al., 2020).

Figure 12 Protocole de détetction des flavonoides.
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C. Détection des alcaloides
La déetéction des alcaloides a été effectuée suivant le protocole ci-dessous (Figure 13).

1.5 mL de chaque solution d'extrait (feuilles, tiges et racines)
+

5 gouttes du réactif de Dragendroff

Agitation

Un précipité rouge-orangé indique la présence des alcaloides
(El Yahyaoui et al., 2017).

Figure 13 Protocole de détection des alcaloides.

D. Détection des saponines

En pratique, les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse, déterminé sur un
décoté obtenu par ébullition prolongée. Apres agitation, la hauteur de mousse est mesurée
(Bruneton, 1999). Les saponines sont détectées selon le schéma suivant (Figure 14) :

T e S ——

. Introduction successive del | [ —}

' 310 mL de chaque solution i

 d’extrait (feuilles, tiges et :

' racine) dans 10 tubes & essai. | <

I:___________________________.i 1 i 1 2 .......> 10

\ Complétion j"usqu’a 10 mL i VoSN A —r

 avec I’eau distillée. J—

| ! :

' Agitation pendant 15 sec. I.---qi \ = | Mesure de la hauteur i

proseenmasnnnnnsnssesne i 31 | Aprés15 min | de la mousse
"""""""""""""""" 14

Figure 14 Protocole de détection des saponines.

L indice de mousse (1) est calculé par la formule suivante :
I = 1000/N

N : est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm. Un indice de mousse

supérieur a 100 indique la présence des saponosides (Khitri et al., 2016).
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E. Détection des tannins
La détection des tannins a été effectuée selon le protocole ci-dessous (Figure 15) :

Dissolution de 0.5 g de chaque extrait sec dans 10 mL d’eau distillée bouillante

‘ Filtration

1 mL du filtrat
+

Quelques gouttes d’une solution de FeCls a 1% sont rajoutées

!

Une coloration bleu-noir indique la présence des tannins
(Qnais et al., 2007).

Figure 15 Protocole de détection des tannins.

2.5.2 Dosage colorimétrique des composes phénoliques
2.5.2.1 Dosage des polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux des extraits aqueux est estimée selon la méthode colori-

métrique de Cherfia et al. (2017) en utilisant le réactif du Folin-Ciocalteu.

a) Principe
La technique spectrophotomeétrique est facile a effectuer, a faible codt, rapide et réalisable
dans le laboratoire. Elle est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre les phénols présents
dans les extraits et le réactif du Folin-Ciocalteu, qui est constitué¢ par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique dans un milieu alcalin en un complexe
bleu détectable et quantifiable par le spectrophotometre a 765 nm (Miguel-Chéavez, 2017).

b) Mode opératoire
Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé comme I’illustre le schéma suivant (Figure
16) :
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~ ™
AN N N
Vi 1 mL du Foli
erser 1 m - u Folin Mettre 200 uL de chaque
Ciocalteu a 10% et solution d'extrait
agiter >' (feuilles, tiges et racines)
2 1
SEER
\_ _/

Aprés 5 min d’incubation

Ajouter 800 pL de Na,COs3

-< >— a 7.5% puis vortexer

3

- /

l‘ Apres 1h d’incubation a obscurité

et a température ambiante

4 4

Lecture de 1’absorbance a 760nm
(Cherfiaetal., 2017).

5

Figure 16 Protocole du dosage des polyphénols totaux (Cherfia et al., 2017).

La courbe d’étalonnage est obtenue en mesurant 1I’absorbance du standard ‘acide gallique’ a

différentes concentrations (0.39-0.78-1.56-3.125-6.25-12.5-25-50-100-200 ug /mL) (Annex
)}

Les blancs et les différentes concentrations de I'acide gallique sont préparés suivant le méme
protocole (Figure 16) en remplacant la solution d'extrait avec I'eau distillée et I'acide gal-

lique (respectivement). Ce protocole a été répété trois fois.

La droite d’étalonnage préalablement établie nous a servi a exprimer les résultats de tous les
échantillons étudiés. Ces résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide gal-

lique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS).
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2.5.2.2 Dosage des flavonoides totaux
L’application de la méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) décrite par Cherfia et al.
(2017) est freqguemment utilisée pour estimer la teneur des flavonoides totaux dans les ex-

traits aqueux des différentes parties de la plante.

a) Principe
Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5' susceptible
de donner un complexe coloré avec le groupement carbonyle (CO) et le chlorure d’alumi-
nium. Ils forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et Aluminium) ;
ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s unir a deux atomes d'oxygéne
de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al.,
1982).

b) Mode opératoire
La quatification des flavonoides totaux a été effectuée selon le protocole suivant (Figure
17) :

e )

: Verser 500 mL de
Ajouter 500 mL chaque extrait
d’AlCl; a 2% et "< > (feuilles, tiges et

agiter ) racines) | 1
F T R
NS J

Apres 10 min d’incubation a
température ambiante

Lecture de ’absorbance a 430 nm
(Cherfia et al., 2017)

-." e E

Spectrophotométre
(SHIMADZU UV -1280)

Figure 17 Protocole du dosage des flavonoides totaux (Cherfia et al., 2017).
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La courbe d’étalonnage du standard est obtenue en mesurant 1’absorbance de la quercétine
utilisée a différentes concentrations (20-40-60-80-100-120-140-160-180-200 pg/mL) (An-
nex I). Les blancs sont préparés en mélangeant 500 puL d’eau distillée avec 500 uLL d’ AICls.

Ce protocole a été repété trois fois (Figure 17).

La concentration des flavonoides totaux a été déterminée a partir de I'équation de régression
linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la quercétine. Les résultats ont été exprimés en

milligrammes d’équivalents de quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g MS).

2.5.2.3 Dosage des tannins condensés
Le dosage des tannins condensés a été réalisé selon la méthode du n-BuOH-HCI dévelop-

pée par Porter et al. (1986).

a) Principe

Cette technique est une méthode colorimétrique basée sur la réaction de dépolymeérisation
des tannins condensés en milieu acide qui implique le clivage oxydatif des proanthocyani-
dines aux sulfates de fer. Cette réaction conduit a la libération des anthocyanidines (molé-
cules colorées) correspondants aux monomeres clivés. Elle permet un dosage semi-quanti-
tatif des tannins condensés car les monomeres terminaux libérés ne donnent pas les antho-
cyanidines correspondantes et par conséquent, ils ne sont pas dosés. Cependant, la méthode
du Butanol-HCl reste la méthode la plus utilisée pour le dosage des tannins condensés (Mak-
kar, 2000; Schofield et al., 2001).

b) Mode opératoire

Le protocole présenté ci-dessous (Figure 18) a été suivi pour quantifier les tannins conden-
Sés :
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e < < -—
Ajouterl.2 mL
d'une solution < > Verser 0.2 mL de
butanol-HCI chaque extrait (feuilles,
(95:5VvNh) tiges et racines)
2 F T R 1
- J

Ajouter 0.4 mL du sulfate d'ammonium
ferrique a 2% dilué dans une solution
d'HCla2N et agiter 3

Incubation au bain marie pendant
1ha 100 °C puis refroidissement

Lecture de I’absorbance a 550nm
(Hagerman et al., 2002).

Figure 18 Protocole du dosage des tannins condensés (Porter et al., 1986).

La courbe d’étalonnage des tannins condensés est obtenue en mesurant 1’absorbance de la
catéchine utilisée comme standard a différentes concentrations (0.06-0.12-0.18-0.24-0.3 mg
/mL) (Annex I).

Les blancs et les différentes concentrations du standard sont préparés suivant le méme pro-
tocole (Figure 18) en remplacant la solution d'extrait avec 1’eau distillée et la catéchine res-

pectivement. Ce protocole a été répété trois fois.

La teneur en tannins condensés est déterminée a partir de I'équation de régression linéaire de
la courbe d’étalonnage de la catéchine. Les résultats ont été exprimés en milligrammes

d’équivalents de catéchine par gramme de mati¢re séche (mg EC/g MS).

2.6 Détermination de I’activité anti-oxydante

Dans cette partie nous nous intéressons a I’étude de 1’activité anti-oxydante in vitro par trois
méthodes : la capacité anti-oxydante totale (CAT), piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) et le pouvoir réducteur du fer (FRAP). Chacun de ces tests a été

répété trois fois.

2.6.1 Capaciteé anti-oxydante totale (CAT)
La capacite antioxydante totale (CAT) des échantillons a été évaluée par la méthode du

phosphomolybdéne selon la procedure décrite par Prieto et al. (1999).
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a) Principe
Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO4? au molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de 1’extrait, pour former
un complexe vert de phosphate/Mo (V) a pH acide (Ghalem, 2014; Halmi, 2015; Madi,
2018).

b) Mode opératoire

Un aliquote de 0.1 mL de chaque solution d'échantillon a été mélange dans un tube Eppen-
dorf avec 1 mL de solution du réactif (0.6 M d'acide sulfurique, 28 mM du phosphate de
sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). L'acide ascorbique a été utilisé comme stan-
dard. Ce dernier ainsi que le blanc ont été préparés suivant le méme protocole en remplacant
la solution d'extrait par la solution d'acide ascorbique et I'eau distillée respectivement. Tous
les tubes, échantillons et blancs, ont été recouverts et incubés dans un bloc thermique a 95
°C pendant 90 minutes. Une fois le mélange refroidi a température ambiante, I'absorbance a
été mesurée a 695 nm. La CAT a été exprimée en mg équivalents d’acide ascorbique par
gramme de matiere séche (mg EAA/g MS) (Halmi, 2015; Cherfia et al.,2020).

2.6.2 Piégeage du radical libre DPPH
L’activité anti-radicalaire a été déterminée par la méthode du DPPH décrite par (Lebeau et
al., 2000; Molyneux, 2004).

a) Principe

La molécule de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable ayant une
coloration violette en solution dans le méthanol ou 1’éthanol. Elle possede une absorption
caractéristique a 517 nm. Cette méthode spectro-photométrique utilise le radical DPPH de
couleur violette comme réactif, qui vire au jaune en présence des capteurs de radicaux libres,
et se réduit en DPPH™. L'intensité de la couleur jaune obtenue apres réaction est proportion-
nelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel. Le virage vers cette
coloration et I’intensité de la décoloration découlent de la nature, la concentration et la puis-
sance des principes actifs présents (Figure 19) (Miguel-Chavez, 2017; Douaouri, 2018 ;
Madi, 2018).
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e o <
O,NQN'—N + A-H - O’NQN—N A s
- .

H
Violet H {“‘ Jaune

Figure 19 Réaction de réduction de DPPH en présence d'un antioxydant (Dridi, 2015).

b) Mode opératoire
Cette méthode consiste a la préparation de différentes dilutions (0.01-0.02-0.04-0.06-0.08 et
0.1 mg/mL) des extraits aqueux de la plante (feuilles, tiges et racines) et du standard. Les
extraits sont testés contre un blanc qui contient la solution méthanoique du DPPH incubée
dans les mémes conditions que les échantillons. Le BHT a été utilisé comme témoin positif

(substance de reférence) (Figure 20).

0.75 mL (0.2 mg/ 100 mL méthanol) de la
solution méthanolique du DPPH

| 0.25 mL des différentes solutions

| Incubation a I'obscurité pendant 30min

Lecture des absorbances a 517 nm (Cherfia
etal., 2017)

Figure 20 Protocole du piégage du radical DPPH (Lebeau et al., 2000; Molyneux, 2004).

L’activité anti-radicalaire est estimée selon I’équation suivante :
% d’activité antioxydante = [(Abs controle - ADS échantilion) /ADS controle] X100 (Madi,
2018).

ADs controle : Absorbance du contréle positif (Solution DPPH sans extrait).

ADS ¢chantilion - Absorbance de 1’échantillon.
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= Calcul des concentrations inhibitrices Clso
Les résultats sont exprimés par la concentration inhibitrice de 50% (Clsg). C'est la concen-
tration nécessaire de 1’échantillon testé pour réduire 50% du radical DPPH. Les Clso sont
calculées graphiquement a partir des équations de régression linéaire tracées. Une faible Clso

indigue une forte activité antioxydante (Erenler et al., 2016; Cherfia et al., 2017).

2.6.3 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Le pouvoir réducteur d’ion ferrique des échantillons a été déterminé selon la méthode dé-

crite par Ferriera et al. (2007).

a) Principe

La méthode du pouvoir réducteur du fer est basée sur le changement de coloration lors de la
réduction du fer de forme ions ferriques (Fe3+) en ions ferreux (Fe2+) par transfert d’élec-
trons en présence d’un antioxydant (Elkhamlichi, 2017 ; Benzie et Devaki, 2018). La forme
réduite donne une couleur bleue qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait. De
ce fait, cette densité de couleur est mesurée a 700 nm. Ce test est peu couteux, simple, re-
productible et rapide ; il est utilisé pour indiquer la présence des composés phénolique (Ben-
zie et Devaki, 2018; Cherfia et al., 2020).

b) Mode opératoire
0.25 mL des différentes concentrations (100-200-300-400 et 500 pg/mL) des extraits aqueux
de la plante et de la substance de référence (I'acide ascorbique) sont mélangées avec 0.25
mL du tampon phosphate (0.2 M, pH=6.6) et 0.25 mL du ferricyanure de potassium
[(KaFe(CN)s] a 1% puis vortexé et incubé dans un bain marie a 50°C pendant 20 minutes.
Ensuite, 0.25 mL d’acide trichloracétique (TCA) a 10% est ajouté au mélange. Enfin, 1 mL
d’eau distillée et 1 mL du chlorure ferrique (FeCls) a 10% sont ajoutés au mélange puis
laissés pour réagir pendant 10 minutes a obscurité. L’absorbance est lue a 700 nm a 1’aide
d’un spectrophotomeétre (SHIMADZU UV-1280) contre un témoin négatif et un témoin po-
sitif (I'acide ascorbique). Ces deux derniers sont préparés en suivant le méme protocole en
remplacant la solution d'extrait par I'eau distillée et la solution d'acide ascorbique respecti-

vement.

L’absorbance est directement proportionnelle au pouvoir réducteur ; la plus grande absor-
bance d’un mélange correspond a un bon pouvoir réducteur. Le pouvoir réducteur des ex-
traits est estime par les valeurs de la CEso qui sont calculées a partir des équations de régres-

sion des courbes d’absorbance (EIlmastas et al., 2015; Cherfia et al., 2020).
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c) Analyse statistique
Les données expérimentales du dosage et de I'activité antioxydante obtenues ont été expri-
mées par la moyenne de 3 répétitions + écartype. Les équations des courbes ainsi que les

coefficients de corrélation ont été déterminés en utilisant I’Excel 2016.
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3. Reésultats et discussion

3.1 Rendement d'extraction

L’extraction est une étape trés importante pour ’isolement et 1'identification des principes
actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiere végétale, notamment le cas des polyphé-
nols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leurs activités biologiques di-

verses en particulier leurs propriétés antioxydante et anti-inflammatoire (Mayouf, 2019).

Dans la présente étude, la méthode d’extraction utilisée a été la décoction aqueuse car elle
permet d’extraire les composés thermostables et les matiéres végetales dures comme les ra-

cines et les écorces (Azwanida, 2015).

Le tableau suivant indique les rendements des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des

racines de la plante étudiée.

Tableau 8 Rendements et caractéristiques de I'extrait sec des décoctés aqueux de C. spi-

nosa.
Feuilles Poudre moyennement fine  Kaki foncé brillant 29.7%
Tiges Pateuse Kaki foncé 11%
Racines Pateuse Kaki foncé 3.6%

Les résultats illustrés dans le tableau ci-dessus montrent une variation plus ou moins impor-
tante du rendement d'un organe a l'autre. Le décocté aqueux des feuilles posséde le rende-
ment le plus élevé (29.7%) suivi de celui des tiges (11%) puis de celui des racines (3.6%).
A l'exception de I'extrait sec des feuilles, les autres extraits ont la méme couleur et la méme

texture.

Le rendement des feuilles est important par rapport a celui des feuilles de Satureja calamin-
tha ssp. Nepeta (L.) Brig.sur lesquelles Bougandoura et Bendimerad (2013) avaient tra-
vaillé. lls ont obtenu un rendement de I'ordre de 22.19 % suite a une décoction aqueuse et

de I'ordre de 8.58 % suite a une macération méthanolique.

Les rendements des feuilles et des tiges sont également élevés par rapport a ceux des tiges
feuillées de deux espéces de Indigofera sur lequelles Bakasso (2009) a travaillé. Une macé-
ration a 1’acétone 80% a été effectuée et des rendements estimes a 10.56% (I. pulachra) et a

25.26% (I. tinctoria) ont été révélés.
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Un autre travail de Haddouchi et al. (2014) sur des extraits hydro-méthanoliques des tiges
feuillées de deux plantes de la famille des Asteraceae : Helichrysum stoechas subsp. rupestre
et Phagnalon saxatile subsp. Saxatile a indiqué des rendements de I'ordre de 13.50 + 0.40 et
de 09.00 + 0.33%, respectivement. Ces valeurs sont inférieures a celles des décoctés des

feuilles et des tiges qu'on a trouveées.

A I'exception des racines, nos résultats sont considérablement supérieurs a ceux trouvés par
Allangba et al. (2016). Suite a une décoction éthanolique des feuilles, des tiges et des racines
de Sckrankia leptocarpa, des rendements égaux a 7.76%, a 6.36% et a 11.20% ont été esti-

més respectivement.

Un travail plus récent de Benchaachoua (2019) sur des décoctés aqueux des feuilles et des
tiges de Silybum marianum a indiqué des rendements plus ou moins comparables a ceux
qu'on a estimés, des valeurs de 1’ordre de 24.65 + 10.77% et de 20.12 + 3.70% ont été rap-

portées consecutivement.

Les résultats précédents montrent des rendements plus ou moins importants des décoctés
aqueux de C. spinosa, en particulier celui des feuilles. En fait, plusieurs travaux montrent
que les rendements sont plus élevés pour 1’extrait aqueux que I’hydro-méthanolique. Cela
peut étre expliqué par le fait que 1’eau est un solvant fortement polaire connu pour extraire
une large gamme de molécules dont une quantité importante de composés non phénoligues.

En effet, I’cau est le solvant universel utilisé pour I’extraction (Benchaachoua, 2019).

Les rendements d’extraction dépendent du végétal étudié, des propriétés génétiques, de 1’ori-
gine géographique, du temps et température, de la durée du stockage, de la période de récolte,
des méthodes d’extraction appliquées et de la nature des caracteristiques physico-chimiques
des solvants utilisés. En effet, la solubilité des substances contenues dans la matiére végétale
dans un solvant donné dépend de ces propriétés (Hadj salem, 2009; Boubekri, 2014;
Mayouf, 2019).

3.2 Screening phytochimique

La détection des métabolites primaires et secondaires dans les décoctés aqueux de C. spinosa
a été effectuée en utilisant des tests spécifiques pour chaque groupe chimique. Les résultats
ont parfois été confirmés en employant des standards et achevés soit par la présence d’une

précipitation ou par un changement de couleur.
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L'ensemble des résultats des tests de caractérisation réalisés sur les décoctés aqueux des
feuilles, des tiges et des racines sont représentés dans les tableaux suivants (Tableau 9) :
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Tableau 9 Criblage phytochimique des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa (Cont.).

Groupe | Testde dé- | Observation «Standard» Résultats
chimique tection
Feuilles | Tiges Racines Photos
W ‘E P 5

Glucides Fehling Précipité rouge brique ++ ++ +

Protéines Biuret Couleur pourpre ou vio- - - -

lette
(
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Tableau 9 Criblage phytochimique des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa (Cont.).

Groupe chi- | Test de dé- Observation «Stan- Résultats
mique tection dard»
Feuilles | Tiges | Racines Photos
EEl K & EE B
-l‘:’iq e Lo ! ! b
Acides ami- Test de Couleur pourpre - - - F | T | R i C+/-
. - T AT Te—— ~ o g - — ':“ — =2
nés ninhydrine , / r.;'ft
% Bt 'r"-,- : "‘ - :"-b“_['o- i:‘.l
1 P T
i
?1&% E £ I‘_ i g E
Polyphénols Test de Couleur verte foncée +++ ++ + — =
F T R C+/-
chlorure = — -
. .‘7 B S e UYL ',
ferrique bl ~-J_- (| =N W
8 FE— T iy
- E‘Ef Cleow S
( ]
.t * )




Résultats et discussion

Tableau 9 Criblage phytochimique des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa (Cont.).

Groupe chi- | Test de détec- Observation Résultats
mique tion «Standard»
Feuilles | Tiges | Racines Photos
Flavonoides Test d'hy- Couleur jaune +++ ++ + F T R C+/-
droxyde de ¥ g T e - g
sodium | J LT T P——— 1 AN
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Tableau 9 Criblage phytochimique des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa (Cont.).

Groupe Test de dé- Observation «Stan- Résultats
chimique tection dard»
Feuilles | Tiges | Racines Photos
FE EE e ®E
: : K: i - ol _ )
Alcaloides Test de Formation d'un preéci- ++ + -
Dra- pité rouge-orangé
gendroff
Sapono- Indice de Indice de mousse > + - -
sides mousse 100 pour le tube dont

la hauteur est égale a 1

cm

Quantite importante : (+++), modeste quantite : (++), faible quantité : (+), absence (-).

F : Feuilles, T : Tiges, R : Racines, C +/- : Contrdle positif / controle négatif .
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Les résultats du criblage phytochimique présentes dans le tableau ci-dessus montrent la pré-
sence de différents groupes de metabolites secondaires dans les trois parties de la plante tels
que les polyphénols, les flavonoides, les tannins et les saponines ; ainsi que la présence des
glucides (métabolites primaires). Les protéines et les acides aminés étaient par contre absents

dans les trois parties de la plante.

Les flavonoides, les polyphénols et les tannins sont les composés les plus abondants dans la
plante. lls sont présents en quantités importantes dans les décoctés aqueux des feuilles et des

tiges respectivement. Les racines étaient toujours la partie la moins riche en métabolites.

Les alcaloides étaient absents dans les racines tandis que les saponosides n'étaient présent

que dans les feuilles.

Ces résultats sont similaires a ceux de Cherfia et al. (2017) notamment concernant la preé-
sence des polyphénols, des flavonoides, des tannins, des alcaloides et des saponines ainsi

que des glucides dans les feuilles de C. spinosa.

Ces résultats peuvent aussi étre comparables a celles de Bakasso (2009) surtout a propos de
la présence des flavonoides, des saponosides, des tannins et/ou des polyphénols dans les
tiges feuillées de cing especes du genre Indigofera (Fabaceae). Cependant, les coumarines
n'étaient présentes que dans I'extrait de I. pulchra et aucune des cing espéeces n'a présentée
d'alcaloide.

Un travail plus récent conduit par Ayoola et al. (2018) sur les feuilles de Desmodium ads-
cendens (Fabaceae) a révélé également la présence des mémes groupes de métabolites pri-
maires et secondaire : sucres réducteurs, polyphénols, flavonoides, tannins, alcaloides et sa-

ponines.

Les résultats précédents montrent que la présence ou I’absence de certains métabolites se-
condaires varie selon la partie de la plante. En fait, les métabolites secondaires se trouvent
dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribués différemment selon leurs roles ;

cette distribution change d'une plante a I'autre (Muanda, 2010).
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Chez les Angiospermes, la diversité structurale des flavonoides est maximale. lls sont de
fagon tres générale localisés dans les feuilles (dans I’épiderme ou entre 1’épiderme et le mé-
sophylle), dans les fleurs (cellules épidermiques) ou encore dans les fruits (tégument externe)
(Boutaghane, 2013).

Geénéralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles,

jeunes racines. Puis, ils gagnent des lieux different (Krief, 2004).

3.3 Dosage spectrophotométrique des composés phénoliques

3.3.1 Dosage des polyphénols totaux
L’estimation quantitative des polyphénols totaux des différentes parties de C. spinosa a été
réalisée selon la méthode du Folin-Ciocalteu décrite par Cherfia et al. (2017), en utilisant
I'acide galliqgue comme standard. La courbe d’étalonnage a été ajustée, avec un coefficient

de correélation Rz = 0.995 et une équation de régression 'y = 2.292 x + 0.058 (Figure 21).
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Figure 21 Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Les résultats présentés dans I'histogramme ci-dessous (Figure 22) indiquent une variation
considérable des teneurs en polyphénols totaux dans les différents décoctés aqueux de C.

spinosa.
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Figure 22 Teneurs en polyphénols totaux dans les décoctés aqueux des feuilles, des tiges
et des racine de C. spinosa.

Les teneurs en polyphénols totaux varient entre 22.50 + 0.025 et 72.66 + 0.02 mg EAG/g
MS. L'extrait aqueux des feuilles posséde la meilleure teneur en polyphénols totaux (72.66
+ 0.02 mg EAG/g MS) suivi de celui des tiges (35.00 £ 0.01 mg EAG/g MS) et des racines
(22.50 + 0.025 mg EAG /g MS), respectivement.

3.3.2 Dosage des flavonoides totaux
La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le fait
que les flavonoides totaux constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus

de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

L'estimation de la quantité des flavonoides totaux contenus dans les différents extraits
aqueux de C. spinosa a été effectuée suivant la méthode du trichlorure d’aluminium décrite
par Cherfia et al. (2017), en utilisant la quercétine comme standard. La courbe d’étalonnage
a été ajustée, avec un coefficient de corrélation R2 = 0.982 et une équation de régressiony =
0.01493x + 0.066 (Figure 23).
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Figure 23 Courbe d'étalonnage de la quercétine.
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Les résultats illustrés dans I'histogramme ci-dessous (Figure 24) montrent une légére diffé-
rence dans la teneur en flavonoides totaux entre les trois décoctés aqueux de la plante.
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Figure 24 Teneurs en flavonoides totaux des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des

racines de C. spinosa.

La teneur en flavonoides totaux varie entre 23.00 £+ 0.00 et 29.00 £ 0.02 mg EQ/g MS. L'ex-
trait aqueux des feuilles représente la teneur la plus élevée avec 29.00 £ 0.02 mg EQ/g MS
suivi de celui des tiges (26.00 + 0.01 mg EQ/g MS) et des racines (23.00 + 0.00 mg EQ/g

MS), successivemnt.

3.3.3 Dosage des tannins condenses
La méthode décrite par Porter et al. (1986) a permis de quantifier les tannins condensés
dans les différents extraits de la plante en utilisant la catéchine comme standard. La courbe
d’étalonnage a été ajustée, avec un coefficient de corrélation R2 = 0.974 et une formule de
régression 'y = 0.203x + 0.041 (Figure 25).
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Figure 25 Courbe d'étalonnage de la catéchine.
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Les teneurs en tannins condensés ont été calculées a partir de I'équation de régression linéaire
de la catéchine. Les résultats obtenus sont illustrés dans 1’histogramme ci-dessous (Figure
26).

2000 4775
18,00
1600 15,00
14,00 12,50
12,00
10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00

Teneur en tannins condensés (
mg EC/g de MS)

Feuille Tige Racine

Figure 26 Teneurs en tannins condenses dans les décoctés aqueux des feuilles, des tiges et

des racines de C. spinosa.

Selon les résultats présentés dans la figure ci-dessus, la teneur en tannins condensés varie
entre 12.50 + 0.04 et 17.75 + 0.04 mg EC/g MS. Celle-ci est considérée faible par rapport

aux autres composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides totaux).

L’extrait aqueux des feuilles révele toujours la teneur la plus élevée avec 17.75 + 0.04 mg
EC/g MS, suivi constamment de celui des tiges (15.00 £ 0.00 mg EC/g MS) et des racines
(12.50 + 0.04 mg EC/g MS), respectivement.

L'ensemble des résultats du dosage des polyphénols totaux, flavonoides totaux et tannins

condensés des trois extraits de la plante figurent dans le tableau suivant (Tableau 10).

Tableau 10 Quantification des composés phénoliques des décoctés aqueux des feuilles,

des tiges et des racines de C. spinosa.

Décoctés Polyhénols totaux Flavonoides totaux Tannins condenses
aqueux (mg EAG/g MS) (mg EQ/g MS) (mg EC/g MS)
Feuilles 72.66 + 0.02 29.00 £ 0.02 17.75 + 0.04
Tiges 35.00 £ 0.01 26.00 + 0.01 15.00 £ 0.00
Racines 22.50 £ 0.025 23.00 £ 0.00 12.50 + 0.04
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L'estimation quantitative des composés phénoliques dans les décoctés aqueux des feuilles,
des tiges et des racines de C. spinosa indique que I’extrait aqueux des feuilles est le plus
riche en polyphénols totaux, flavonoides totaux et tannins condensés ; suivi de celui des tiges

et des racines respectivement (Tableau 10).

Le travail effectué par Boudechiche et al. (2014) sur les feuilles de neuf arbustes fourragers
a indiqué des teneurs en polyphénols totaux et tannins totaux dans les feuilles de C. spinosa
de Il'ordre de 119.43 mg équivalent acide tannique/g MS (mg EAT/g MS) et de 83.68 mg
EAT/g MS, respectivement. Ces teneurs sont considérées beaucoup plus supérieures a celles

qu'on a obtenues ; cela est peut-étre di a la différence dans la période de récolte.

Nos résultats sont significativement supérieurs a ceux obtenus par Ayoola et al. (2018) qui
ont travaillé sur I’extrait hydro-méthanoliques des feuilles de Desmodium adscendens
(Fabaceae). Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides totaux et en tannins condensés
étaient de I'ordre de 11.5 mg EAG/ g MS, de 12.84 mg EC/ g MS et de 0.39 mg EC/ g MS,

successivement.

Le travail de Mahmoudi et al. (2013) sur différentes parties de la fleur d’artichaut (Cynara
scolymus L.) (Asteraceae) a indiqué que I'extrait aqueux des tiges avait des teneurs en poly-
phénols totaux, en flavonoides totaux et en tannins condensés estimees & 14.49 + 1.51 mg
EAG/g MS, a 4.18 + 0.49 mg EQ/g MS et a 4.40 £ 0.26 mg EC/g MS, respectivement. Ces

résultats sont largement inférieurs a ceux qu'on a obtenus.

Concernant la quantification des tannins condensés, nos résultats sont significativement su-
périeurs par rapport a ceux trouvés par Haddouchi et al. (2014) qui ont travaillé sur un
extrait hydro-méthanolique des feuilles de Helichrysum stoechas subsp. Rupestre et Phagna-
lon saxatile sub sp. Saxatile (Asteraceae) récoltées de la region de Tlemcen. Des teneurs de
3.21 £0.19 et de 2.08 £ 0.28 mg EC/g MS ont consécutivement été rapportées.

La variation qualitative et quantitative du contenu des composés phénoliques peut étre attri-
buer a plusieurs facteurs; climatiques et environnementaux, période de récolte, stade de dé-
veloppement vegeétatif de la plante (le degré de maturité, 1’age des feuilles et des fleurs),
patrimoine genetique et méthodes d’extraction et de quantification (Bentabet et al., 2014;
Halmi, 2015; Boudechiche et al., 2014).
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Il a été prouvé que la teneur en flavonoides est élevée lorsque le milieu de vie de la plante
n'est pas adéquat. Dans ce cas, la plante favorise la synthése des métabolites secondaires

afin de s'adapter et de survivre (Benchaachoua, 2019).

Les faibles teneurs en tannins condensés dans les différentes parties de la plante étudiée,
comparees avec celles des polyphénols totaux et des flavonoides totaux, sont probablement
dues au fait que I'eau n’est pas le solvant appropri¢ a I’extraction de ces composés. Cette
probabilité est soutenue par plusieurs travaux qui ont montré que les tannins condensés sont

mieux extraits par un mélange acétone/eau (70/30) (Benchaachoua, 2019).

3.4 Détermination de ’activité antioxydante

Des études récentes ont montrés qu’il peut y avoir des différences dans les résultats de la
détermination de 1’activité antioxydante d’un produit selon la méthode antioxydante utilisée.
Ainsi pour mieux évaluer le potentiel antioxydant d’un extrait de plante, il est nécessaire

d’utiliser au moins deux méthodes (Bangou, 2012).

Dans cette étude, 1’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro des décoctés aqueux des
feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa a été réalisée par trois tests chimiques a savoir
. la capacité antioxydante totale (CAT), le piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir
réducteur du fer (FRAP).

3.4.1 Capacité antioxydante totale (CAT)
Le test de la CAT est contrairement aux autres tests d'évaluation de I'activité antioxydante,
une méthode quantitative qui permet d'évaluer la capacité antioxydante totale d'un extrait
(Cherfia et al., 2020). Les résultats de ce test ont été confirmés par un virage de couleur

verte plus ou moins fongé (Annexe I1).

La méthode décrite par Prieto et al. (1999) a permis d’évaluer la capacité antioxydante totale
des décoctés de la plantes (feuilles, tiges et racines). La courbe d’étalonnage de 1’acide as-
corbique a eté ajustee, avec un coefficient de corrélation R? = 0.995 et une formule de ré-
gression y = 0.338x + 0.098 (Figures 27, 28).
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Figure 27 Gamme d'étalonnage de I'acide ascorbique.
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Figure 28 Courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique.

La capacité antioxydante totale des décoctés aqueux de la plante (Figure 28) a été détermi-

née a partir de leurs absorbances et de la courbe d’étalonnage du standard.
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Figure 29 Capacité antioxydante totale des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des

racines de C. spinosa.
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D'apres les résultats illustrés dans la figure ci-dessus (29), la capacité antioxydante totale des
décoctés aqueux de C. spinosa varie entre 105 + 0.01 et 255 + 0.00 mg EAA/g MS.

Le décocté aqueux des feuilles possede la meilleure capacité antioxydante (255 + 0.00 mg
EAA/g MS) suivi de celui des tiges (240 + 0.01 mg EAA/g MS) et des racines (105 £ 0.01
mg EAA/g MS), respectivement. Ceci peut-étre essentiellement dd a la richesse des feuilles
en certaines molécules, particulierement les composés phénoliques doués d’activités an-

tioxydantes importantes (Benchaachoua, 2019).

Nos résultats sont significativement supérieurs a ceux trouvés par Boughaleb et al. (2019)
qui ont obtenu une valeur de la CAT d'un extrait méthanolique de graines de Calycotome
villosa égale a 10.5 + 0.00 mg EAG/ g MS.

Nos résultats sont également supérieurs a ceux rapportés par Rick-Leonid et al. (2017) qui
ont travaillé sur deux extraits de I’écorce de Lophira procera : aqueux et hydro-méthano-
lique. Des valeurs de 117.686 + 0.202 et de 50.264 + 0.499 mg EAA/g MS ont été rapportées,

consécutivement.

Le décocté aqueux des feuilles de C. spinosa posséde une capacité antioxydante totale supé-
rieure a celle estimée par Haddouchi et ses collaborateurs (2014) qui ont travaillé sur un
extrait méthanolique des feuilles de Helichrysum stoechas subsp. Rupestre. Une valeur de
29.43 + 0.38 mg EAG/g MS a été réveélée.

Zitouni (2017) a indiqué des valeurs de la CAT des fractions butanoliques des feuilles, des
tiges et des racines de Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) de I'ordre de 63.714 + 3.972,
7.372 £ 0.170 et de 0.824 + 0.192 mg EAA/g MS, respectivement. Ces résultats sont large-

ment inférieurs a ceux qu'on a trouves.

Un travail plus récent de Benchaachoua (2019) sur les décoctés aqueux des feuilles et des
tiges de Silybum marianum (Asteraceae) a révelé des valeurs estimées a 0.69 + 0.041 mg
EAG /g MS et a 31.18 + 4.40 mg EAG /g MS, successivement. Ces valeurs sont également

inférieures a celles qu'on a obtenues.

Selon Fidrianny et al. (2015), la capacité antioxydante totale pourrait étre liée au contenu
phénolique total, y compris les acides phenoliques. Cette suggestion est confirmée dans notre

étude, car les décoctés aqueux de C. spinosa qui avaient tous des teneurs plus ou moins
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élevées en composés phénoliques ont révélés des capacités antioxydantes totales élevées ;

ce qui fait de ces décoctés de potentiels agents antioxydants.

3.4.2 Piégeage du radicale libre DPPH
L’activité antiradicalaire des différents extraits de Calycotome spinosa a été évaluée, in vitro,

par le test de DPPH. Les résultats ont été confirmés par le virage de couleur.

Tous les decoctés aqueux de la C. spinosa ont provoqués une décoloration plus au moins
différente de la solution DPPH (Annexe I11). Cette décoloration est représentative de la ca-
pacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres ; ce test permet alors d’obtenir
des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances phénoliques

des extraits (Benchaachoua, 2019).

L’activité antioxydante est déterminée par spectrométrie UV-Visible en mesurant la dimi-
nution de 1’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH. Le maximum de son absorption

dans le visible se situe vers 515- 517 nm (Benchaachoua, 2019).

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I'extrait (Benchaachoua, 2019).
L'activité de piégeage des radicaux libres est observée a partir de la diminution de I'absor-

bance du DPPH avec augmentation de la concentration de I'extrait (Zitouni, 2017).

Les pourcentages d’inhibition (%I) du DPPH par le standard BHT ainsi que les différents

décoctés aqueux de la plante sont portés dans la figure ci-dessous (Figure 30).
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Figure 30 Pourcentage d'inhibition du BHT et des décoctés aqueux des feuilles, des tiges

et des racines de C. spinosa.
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Selon la figure ci-dessus, tous les extraits ainsi que I'antioxydant de référence synthétique
BHT ont montré une augmentation du pourcentage d'inhibition avec l'augmentation de la

concentration. Leurs pourcentages d’inhibition varient de 30.22 & 60.22 %.

A la concentration maximale de 0.1 mg/mL, le pourcentage d’inhibition (%) était de 1I’ordre
de 49.99 £+ 0.00 % pour le BHT, de 60.22 + 0.01% pour les feuilles, de 46.75 + 0.02 % pour
les tiges et de 30.11 + 0.02 % pour les racines. Le décocté des feuilles avait donc le pour-
centage d’inhibition le plus élevé suivi du BHT, des décoctes des tiges et des racines respec-

tivement.

Dans le test DPPH, I'activité antiradicalaire des extraits est estimée par la Clso. Cette derniere
est définie par la concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du radical
DPPH en solution (Benchaachoua, 2019). Elle est tres utile pour comparer les résultats car

elle est indépendante de la concentration des extraits (Elkhamlichi et al., 2017).

Le BHT a été utilisé comme témoin positif, sa courbe d'étalonnage a été ajustée, avec un

coefficient de corrélation Rz = 0.935 et une équation de régression y = 531.7x + 11.04 (Fi-

gure 31).
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Figure 31 Courbe d'étalonnage du BHT.

La Clso est inversement proportionnelle a I'activité antioxydante (%Il) d’un composé : plus
la Clso est faible, plus I’activité antiradicalaire d’un compos¢ est important (Douaouri, 2018;
Madi, 2018).

Les valeurs de la Clso ont été déterminées graphiquement a partir des courbes des pourcen-

tages d'inhibition du BHT et des différents decoctes. Ils sont illustrés dans la figure ci-dessus.
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Figure 32 Valeurs des Clso du BHT, des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des ra-

cines de C. spinosa.

Selon les résultats illustrés dans la figure (32), les concentrations inhibitrices des différents
décoctés aqueux de C. spinosa varient entre 0.05 + 0.01 et 0.19 + 0.01 mg/mL. Le décocté
des feuilles possede la Clsg la plus élevée (0.05 + 0.01 mg/mL). Par conséquent, il est doué
de l'activité antiradicalaire la plus importante, suivi de decocté aqueux des tiges (0.10 + 0.01

mg/mL) et des racines (0.19 + 0.01 mg/mL), respectivement.

Puisque le décocté aqueux des feuilles posseéde une Clso comparable a celle du BHT, il est

considéré comme trés efficace a pieger le radical DPPH.

D'apres ces résultats, il est évident que les feuilles de C. spinosa possédent une activité an-
tioxydante plus importante par rapport aux tiges et racines. On peut expliquer ca par leurs
grandes surfaces conduisant a un pouvoir photosynthétique important car la plante, comme
tout étre vivant, consomme beaucoup d’énergie au cours de son développement, les feuilles,
en particulier qui sont le siége des réactions chloroplastiques, enregistrent une forte consom-
mation d’oxygene et produisent donc par conséquent des radicaux libres. En plus de leurs
richesses en molécules bioactives (composes phénoliques) qui peuvent conduire a une aug-

mentation de la capacité réductrice (Odabasoglu et al., 2004; Ahama et al., 2010).

Un travail précédent de Elkhamlichi et al. (2017) sur deux extraits methanoliques et d’ace-
tate d'éthyle des graines de Calycotome villosa subsp. Intermedia (espéce appartenant au
méme genre) ont indiqué des Clso comparables a celles qu'on a obtenues. Elles étaient esti-
mées a 0.34 et a 0.2 mg/mL, respectivement. Ce qui fait également les extraits des graines

de Calycotome villosa des excellents agents antiradicalaires.
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Les résultats de Mehmood et al. (2015) sur des extraits aqueux, méthanolique et éthanolique
de Thymus vulgaris (Lamiaceae) ont révélé des Clso élevées, elles étaient égales a 9.00 +
1.00 mg/mL,a17.00 £ 1.00 mg/mL eta 11.33 = 1.00 mg/mL, consécutivement. Cela signifie
que les décoctes aqueux de C. spinosa ont une activité antiradicalaire trés importante par

rapport a celle obtenue les différents extraits de Thymus vulgaris.

Les résultats de Zitouni (2017) sont comparables a ceux qu'on a trouvés, il a indiqué des
Clso des extraits méthanoliques des feuilles (0.166 £ 0.001 mg/mL), des tiges (0.076 £ 0.001
mg/mL) et des racines (0.370 + 0.002 mg/mL) de Pistacia lentiscus. L.

Vermerris et Nicholson (2007) ont signalé que la forte activité antioxydante est liée a la
complexité des extraits en substances polyphénoliques y compris les flavonoides et les tan-
nins. Cela a été confirmé dans notre étude car l'activité antiradicalaire de chaque décocté
était proportionnelle aux teneurs de ces composés. L’activité antiradicalaire de ces composés
phénoliques est principalement due a leurs propriétés red/ox, qui peuvent jouer un role im-

portant dans I'absorption et la neutralisation des radicaux libres (Elkhamlichi et al., 2017).

3.4.3 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Le pouvoir réducteur des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa
a été eévalué en utilisant la technique de FRAP selon la méthode décrite par Ferriera et al.
(2007).

Les résultats de I’activité réductrice des trois parties de la plante et de 1’acide ascorbique

sont représentés dans la figure ci-dessous :
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Figure 33 Pouvoir réducteur de I'acide ascorbique, des décoctés aqueux des feuilles, des

tiges et des racines de C. spinosa.
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Dans le test FRAP, l'activité antioxydante d'un échantillon est basée sur la réduction de I'ion
ferrique (Fe3+) présent dans le complexe [KsFe (CN)e] en ion ferreux (Fe2+). Ceci provoque
la transformation du ferricyanure de potassium de couleur jaune en bleu dans un milieu ré-
actionnel a 700 nm, dont l'intensité dépend du pouvoir réducteur de I'échantillon (Goudjil
et al., 2015). Cette réaction explique la couleur bleue révélée sur la figure (Annexe 1V) qui

est donc un indicateur de I'activité réductrice des décoctés aqueux de la plante.

D'apreés les résultats illustrés dans la figure (36), les absorbances de I'ensemble des décoctés
aqueux de C. spinosa et de I'acide ascorbique varient entre 0.149 et 0.266 et sont proportion-
nelles a I’augmentation de la concentration des extraits. Cela indique que le pouvoir réduc-
teur de ces derniers est dose-dépendante : c¢’est-a-dire que la capacité de réduction du fer est

proportionnelle a I’augmentation de la concentration des extraits.

Effectivement, une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Goudjil et al., 2015).

Le pouvoir réducteur d'un extrait est aussi évalué par la CEso. Cette derniére est la concen-
tration efficace qui réduit le fer a une absorbance de 0.5 (Goudjil et al., 2015 ; Kusmar-
diyani et al., 2016). L'équation de régression linéaire de la courbe du standard (AA) y =
0.351x + 0.1049 avec un coefficient de corrélation R2 = 0.9046 (Figure 34) ainsi les diffé-
rentes courbes des extraits peuvent étre utilisée pour déterminer les CEso. La valeur la plus
basse de ces derniéres indique le pouvoir réducteur le plus élevé (Fidrianny et al., 2015;

Kusmardiyani et al., 2016).

0,3
0,25 * *
=
S 02
,9
s 0,15 .
8 y = 0,351x + 0,1049
g 01 R2 = 0,0046
o]
S 0,05
[72]
o]
< 0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentrations (mg/mL)

Figure 34 Courbe d'étalonnage de I'acide ascorbique.
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Les CEso des différents décoctés de la plante ainsi que de l'acide ascorbique sont portes dans

la figure ci-dessous :

9,00 7,90
8,00 -

__1,00
= 6,00
= 5,00
£ 4,00
33,00 203 2,46
O 2,00 1,13 n
1,00 =
0,00
Acide Feuilles Tiges Racines
ascorbique

Figure 35 Valeurs des CEsg de I'acide ascorbique, des feuilles, des tiges et des racines de

C.spinosa.

Les résultats illustrés dans la figure (35) montrent une variation considerable des valeurs de
la CEso des décoctes aqueux et de I'acide ascorbique, allant de 1.13 £+ 0.01 jusqu’a 7.90
0.01 mg/mL).

La capacité de tous les décoctés aqueux a réduire le fer est largement inférieure a celle de
I’acide ascorbique. Le décocté aqueux des racines posséde la CEso la plus élevée (7.90 +
0.01 mg/mL) suivi de celle des tiges (2.46 £ 0.01 mg/mL), des feuilles (2.03 = 0.0 mg/mL)

et de l'acide ascorbique (1.13 + 0.01 mg/mL), respectivement.

Nos résultats sont largement inférieurs a ceux obtenus par Mehmood et al.(2015) qui ont
estimé des CEso des extraits; aqueux, méthanoliques et éthanoliques de Thymus vulgaris
(Lamiaceae) égales a 2629.74 + 0.06 mg/mL, & 1248.05 + 0.03 mg/mL et a 1922.65 + 0.05
mg/mL, successivement. Le pouvoir réducteur des décoctés aqueux de C. spinosa est donc

plus élevé que celui de Thymus vulgaris.

Nos résultats sont par contre supérieurs a ceux estimés par Zulkifli et al. (2012) qui ont
travaillé sur les pelures des fruits de quatre especes : Psidium guajava, Mangifera indica,
Malus sylvestris et Citrus sinensis. Des CEso de I'ordre de 0.2652 mg/mL, de 0.1461 mg/mL,

de 0.7165 mg/mL et de 0.5157 mg/mL ont été révélées, consécutivement.

Zitouni (2017) a rapporté des valeurs de la CEso des extraits méthanoliques des feuilles
(2.242 £ 0.044 mg/mL), des tiges (1.643 + 0.023 mg/mL) et des racines (3.663 + 0.026
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mg/mL) de Gymnocarpos decander. Forsk. Le décocté aqueux des feuilles de C. spinosa est
le seul qui a un pouvoir réducteur comparable a celui de Zitouni (2017), les autres décoctés

ont un pouvoir réducteur inférieur.

Un travail plus récent de Bakari et al. (2018) a révélé des CEso de I'acide ascorbique et d'un
extrait hydro-alcoolique des feuilles de Erodium glaucophyllum estimées a 0.115 + 0.7
mg/mL eta0.111 + 0.1 mg/mL successivement, qui sont également inférieures a celles qu'on

a enregistrées.

En fait, le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme indicateur significatif de son

activité antioxydante potentielle (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Dans la littérature, beaucoup d'études montrent que les propriétés antioxydantes (dont le
pouvoir réducteur) d'un extrait végétal sont fortement liées a sa teneur en polyphénols
(Tolba, 2016). Le pouvoir réducteur de I’espece C. spinosa est donc probablement di a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir

comme donneur d’électron (Shahwar et Raza, 2012; Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Dans les trois tests précédents, le décocté des feuilles avait la meilleure activité antioxydante,

suivi toujours de celui des tiges et des racines respectivement.

Cherfia et al. (2020) suggere que les feuilles de C. spinosa peuvent étre une source naturelle
de molécules antioxydantes. Cela est en accord avec nos résultats qui montrent que les

feuilles de C. spinosa ont un potentiel antioxydant élevé.

Dans notre étude, les valeurs de I'essai FRAP étaient considérablement inférieures par rap-
port a I'essai DPPH. Cela étaient peut-étre dii a la présence de certains composés antioxy-
dants tels que les polyphénols qui réagissaient aux radicaux libres DPPH mais qui ne réagis-
saient pas efficacement avec le fer ferrique en raison de la résistance stérique (Aizad et al.,
2016).

Les différences de I’activité antioxydante peuvent étre attribuées a la présence de différents
composés phénoliques, en occurrence les flavonoides, les acides phénoliques et les autres

composés phénoliques qui ont des effets antioxydants différents.

Le potentiel antioxydant des polyphénols est di a leurs propriétés Red/Ox, qui leur permet-

tent d'agir comme agents reducteurs, donneurs d'hydrogéne ou d'électron et chélateurs de
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métaux. Ils peuvent piéger les radicaux libres en exces et réduire efficacement le stress oxy-
datif, protegeant donc les plantes, les fruits et les Iégumes ainsi que I'ADN, les protéines et
les lipides du corps humain des dommages oxydatifs (Tolba, 2016; Elkhamlichi et al., 2017
; Bakchiche et al., 2018).

Selon Benchaachoua (2019), l'activité antioxydante peut varier selon les organes de la
plante, ’origine géographique, la période de récolte, la méthode d'extraction, la nature du

solvant utilisé, la composition et la teneur en composés phenoliques .

Selon Yahiaoui (2019), Il existe une forte corrélation entre les polyphénols et le pouvoir

antioxydant. Cela est demontré chez de nombreuses plantes dont C. spinosa.
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4. Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales semblent étre une source inépuisable de matieres premieres dispo-
nibles pour I’industrie aussi bien cosmétique que pharmaceutique. Pour cette raison, I’ob-
jectif de ce travail était d’étudier la caractérisation phytochimique et d'évaluer les activités
biologiques des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa dans le
cadre d’une contribution a une meilleure connaissance de cette espece pour des fins cosme-

tiques.

En premier lieu, un criblage phytochimique des extraits aqueux de la plante a permis de
caractériser les principaux métabolites secondaires, en 1’occurrence, les polyphénols totaux,
les flavonoides totaux et les tannins condensés. Par la suite, la quantification de ces métabo-
lites a révélé des teneurs considérablement importantes en polyphénols totaux et en flavo-
noides totaux. Ensuite, I'évaluation de la capacité antioxydante par les tests CAT, DPPH et
FRAP a montré des propriétés antioxydantes remarquables de ces extraits. La diversité struc-
turale des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tannins condensés et leurs te-
neurs notablement élevées sont probablement responsables du potentiel anti-oxydant impor-

tant de ces extraits, particulierement celui des feuilles.

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons conclure que la plante endémique Calycotome
spinosa appartenant aux fabacées d’Algérie, peut constituer une nouvelle source d'une pa-

noplie de composés bioactifs doués d’une capacité antioxydante éléveée.

Cependant, ces résultats restent insuffisants pour estimer s'il est possible d’utiliser cette
plante dans I’industrie cosmétique. Pour cela, quelques perspectives peuvent étre envisa-

gées :

» Mise en évidence des autres activités biologiques a savoir les activités ; antimicro-
biennes, anti-inflammatoires et anti-cancérigenes ;

» Evaluation toxicologique des extraits de la plante étudiée, en vue de leur utilisation
a base de produits cosmétiques, car les plantes renferment un grand nombre de mo-

lécules qui peuvent étre fatales pour ’homme, si mal employées.
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Abstract

The aim of the present study was the valorization of a plant belonging to the Fabaceae family,
Calyco-tome spinosa, for cosmetic applications. First of all, the aqueous extracts of leaves, stems
and roots of this plant were prepared by an aqueous decoction. This latter revealed a variable yield:;
the most important one was obtained from the decoction of leaves (29.7%). Then, the phytochem-
ical screening of decocts made it possible to demonstrate the presence of main secondary metabo-
lites, in particular the phenolic compounds, varying from one part of the plant to another. This was
confirmed by a quantitative analysis of total polyphenols, total flavonoids and condensed tannins
using Folin ciocalteu, AICI3 and n-BuOH-HCI, respectively. The obtained results showed that the
decocts of leaves of C. spinosa revealed the highest contents in total polyphenols, in total flavo-
noids, and in condensed tannins equal to 72.66 + 0.02 mg EAA / g DW, 35.00 + 0.01 mg EQ /g
DW, and 12.50 + 0.025 mg EC / g DW; consecutively. Whereas, the stems’ decoct exhibited mod-
erate values and that of the roots demonstrated the lowest amounts. Besides, the antioxidant activity
of decocts was tested using three different methods: the total antioxidant capacity (TAC), the free
radical scavenging activity DPPH, and the ferric reducining antioxidant power (FRAP). Whereby
the best antioxidant activity was constently expressed by leaves’s aqueous exctract with a TAC
equal to 255 + 0.00 mg EAA / g DW, an 1Cso 0f 0.05 = 0.01 mg / mL (DPPH), and an ECsp of 2.034
+ 0.00 mg / mL (FRAP). The previous findings confirmed that Calycotome spinosa, especially
leaves, could be use as a source of thermoresistant bioactive compounds with intresting antioxidant

properties.

Key words: Calycotome spinosa, phytocosmetics, decoction, thermoresistant, phenolic com-
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Anhnhexes

Annexe | : Photos representant les résultats des gammes d’étalonnage de I’acide gallique,

de la quercétine et de la catéchine.

Acide gallique

Annexe 11 : Photos representant les résultats du test CAT des décoctés aqueux des feuilles,

des tiges et des racines de C. spinosa.
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Annexe 11 : Photos représentant la gamme d’étalonnage du BHT ainsi que les résultats du
test DPPH des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des racines de C. spinosa.
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Annexe 1V : Photos représentant la gamme d’étalonnage de 1’acide ascorbique ainsi que

les résultats du test FRAP des décoctés aqueux des feuilles, des tiges et des racines de C.

spinosa.
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Résumé

L'objectif de la présente étude était la valorisation d'une plante appartenant a la famille des Fabaceae, Ca-
lycotome spinosa, pour des applications en cosmétique. Tout d'abord, les extraits aqueux des feuilles, des
tiges et des racines de cette plante ont été préparés par une décoction aqueuse. Cette derniere a révélé un
rendement variable, dont le plus important était celui des feuilles (29.7%). Ensuite, un criblage phytochi-
mique des décoctés a permis de mettre en évidence la présence des principaux métabolites secondaires,
notamment les composés phénoliques, qui varient d'une partie a une autre de la plante. Ceci a été confirmé
par une analyse quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tannins condensés en
utilisant le Folin ciocalteu, I’ AICI; et le n-BuOH-HCI, respectivement. Les résultats obtenus ont montré
gue le décocté des feuilles de C. spinosa a révélé les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux, en
flavonoides totaux et en tannins condensés qui étaient égales a 72.66 + 0.02 mg EAA /g MS, 4 35.00 + 0.01
mg EQ /g MSeta 12.50 + 0.025 mg EC /g MS, consécutivement. En revenche, le décocté des tiges montrait
des valeurs modérées et celui des racines révélait des quantités moindres. Par ailleurs, l'activité antioxy-
dante des décoctés a été testée en utilisant trois méthodes différentes, en 1’occurrence la capacité antioxy-
dante totale (CAT), le piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir réducteur du fer (FRAP). En effet, la
meilleure activité antioxydante a constament été exprimée par l'extrait aqueux des feuilles avec une CAT
égale a 255 + 0.00 mg EAA /g MS, une Clsode 0.05 £+ 0.01 mg /mL (DPPH) et une CEso de 2.034 + 0.00
mg /mL (FRAP). L’ensemble des résultats précédents a confirmé que Calycotome spinosa, en particulier
ses feuilles, peuvent étre utilisées comme une source de composés bioactifs thermorésistants ayant des

propriétés antioxydantes intéressentes.

Mots clés : Calycotome spinosa, phytocosmétique, décoction, thermorésistant, composés phéno-

liques, antioxydant.
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