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Réesume

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimque, et bilogiques d'une espéce de la famille
Fabacée (leguminosae). L’objectif de notre contribution consiste en la valorisation de la flore
algérienne par la recherche des composes qui peuvent trouver une utilisation thérapeutique.
L’¢tude que nous avons menée dans le cadre de notre mémoire porte sur un screening
chimique des parties aériennes d’une espéce du genre Ononis, la quantification des
polyphénols et des flavonoides totaux des extraits chloroforme, chlorométhanol, et méthanol
par les méthodes colorimétriques, I’évaluation de ’activité antioxydante par trois méthodes
différentes: la méthode de réduction de radical libre DPPH, réduction du fer (FRAP) et le
blanchissement du B-caroténe, et enfin 1’évaluation de I’activité antibactérienne des trois
extraits.

Le screening chimique effectué sur I’espece étudiée a permis la mise en évidence de plusieurs
groupes chimiques comme les flavonoides, les tanins galliques, les quinones, les alcaloides,
les triterpénes, et les saponines.

Les résultats des dosages des polyphénols totaux et des flavonoides ont montré que 1’extrait
méthanolique présente les taux les plus élevées en polyphénols et en flavonoides totaux et par
conséquent une activité antioxydante remarquable vis a vis le radical libre DPPH et le test de
blanchissement du -caroténe.

Pour le pouvoir réducteur, les résultats montrent que I’extrait chlroforme présente une
capacité la plus élevée de réduction du fer ferreux.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, Staphylococcus
aureus, Escherichia Coli, Bacillus cerous et Pseudomonas aeruginosa . Selon la méthode de
diffusion de disque. La concentration manifestée par les trois extraits est de 50 mg/ml pour
I’extrait méthanolique et 25mg/ml pour les extrait chlroformique et chlrométhanolique .

Tous les extraits ont un effet sur les microorganismes testés sauf les extraits chlroformique et

chlrométhanolique sur Staphylococcus aureus.

Mots clés : Phytochimie, ononis, fabacée, dosage, activité antioxydante, DPPH, FRAP,

blanchissement du (3-carotene. Activité antibactérienne.



Abstract

This work is devoted to the phytochemical and biological study of a species of the Fabaceae
family. The objective of our contribution is the valorization of the Algerian flora by the search
for compounds which can find a therapeutic use.

The study we carried out in our manuscript deals with a chemical screening of the aerial parts
of a species of the genus ononis ,quantification of the total polyphenols and flavonoids of the
chloroform, chloromethanol and methanol extracts by colorimetric methods, evaluation of
antioxidant activity using : the DPPH free radical reduction method, iron reduction (FRAP)
and B-carotene bleaching and finally the evaluation of the antibacterial activity of the three
extracts against some bacterial strains.

Chemical screening carried out on the specie A. tenuifoius allowed the detection of several
chemical groups such as flavonoids, tannins, quinones , alkaloids, , saponisids, triterpenes.
The results of the total polyphenols and flavonoids assays showed that the methanol extract
exhibits the highest levels of total polyphenols and flavonoids and therefore a remarkable
antioxidant activity against the DPPH free radical and bleaching of B-carotene tests.

For the reducing power, the results show that the chloroforme extract showed the highest
capacity reduction of ferrous iron. followed by the methanolic extract and the
chloromethanolic extract. For the reduction of free radical DPPH, the plant gave a better
result compared to the positive control.

Antimicrobial activity was determined on four bacterial strains, Staphylococcus aureus,
Escherichia Coli, Bacillus cerous and Pseudomonas aeruginosa according to the disk
diffusion method. The concentration shown by the three extracts 50mg/ml for the methanolic
extract and 25mg/ml for the chlroformic and chiromethanolic extracts All the extracts have an
effect on the microorganisms tested except the chlroformic and chlromethanolic extracts on

Staphylococcus aureus.

Keywords: Phytochemistry, ononis, fabaceae, assay, antioxidant activity, DPPH, FRAP, B-

carotene bleaching. Antibacterial activity.



U ldll

Oe gl Jiahy (i) J sl A sl J sl Able (he gl 53Y A ol sl 5 Al AlaasSH Al all (o S Jaall 128
Al et Gadle Lalasiud and o oSy A1 LS el e Canll JDA (pa i Jal il (ppali b Litaa b
SI a8l 5 ¢ ONONis i (e g 5l A sell o1 5230 L) (andlly Lia 5kl (e o 528 aly al il
Calalias ani g 4 slll (8 hally J sl 5 Jsiline 5 5811 g 58 5 5ISH lalatid I 3 53 830 5 J gl sall

¢ O S Uall s (FRAP) sl Qi ¢ 5 pall ) s3all DPPH i 45, jha :ddliag (3 yka &0 32.8Y)

L aadl gl Y1 e o3l ya) a8 @A el (anill an 23 clialitiuall U Sl sloaal) bl a1 jal
¢ Ol ¢l il g ¢ sl g ¢ ) (aiall 5 ¢ 5 8l LS je Jie Al Cile panall (o el paaly
il g e b e (5 sing J siliaal) (aliivee o IS 2 53 830 5 J ikl gal) b g eilis & jelal (i galall
858l dpailly ianaiill JLER) 5 DPPH 3al) sl s 30,50 slias Lol 4l il 5 JSI) 53 683480 5 J s 54
Clalizae Bl apaad iy snaad) QW5 e 5508 e agal o 55 ) IS Galiiiue of gl @ ekl ¢ J) 38y
Bacillus cerous s Escherichia Coli s Staphylococcus aureus (s 4 5Ss Y3 a )l e il ,Seal)
[ axa 50 5o AN Claldiuall A i gall 58 il a8l HLiS 45, 1 s Pseudomonas aeruginosa s
o Ll L) clialiiuall man I gilisa g0 5 J silie s ol ilialiivad Ja / aae 25 5 (A sl paliiuall Ja
A gl iy &l e J silive g IS0 5 J ilie gy sl Cilialiives lae Lo s el il doall i<

« FRAP DPPH ¢ 52u8Y! cilalias Bl ¢« il ¢ fabaceae «ononis ¢ bl sl -doalisal) culakl)

Al all sl Tl o 6 IS By ans



S8
Remerciement

Nous remercions tout d’abord Allah tout puissant, pour nous avoir donnée la force et
la patience, la santé et la volonté pour réaliser ce modeste travail.

Nous remercions nos chers parents qui nous ont aidés a étre ce que nous sommes et
Qui nous ont entourés avec tant d’amour et d’affection. On remercie leur
dévouement, leur consacre de temps et leur présence constante au cours de toutes ces
années d’études .et un merci du fond du nos coeur a nos sceurs qui ont été toujours a
notre cotés, qui nous ont soutenues et sur tout nous ont supportées au moment
difficiles.

Nous avons la reconnaissance et la gratitude a remercier Madame AISSAQUI
Meriem, notre encadreur, qu’elle trouve ici [’expression de notre profonde
reconnaissance pour nous avoir guidées dans notre travail,

Nous tenons a remercier Monsieur ABDELLAH ELHADJ Abdellah pour le grand
honneur qu’il nous fait en acceptant de presider le jury de soutenance.

Nous voudrons exprimer notre gratitude a Madame BOUKAABACHE pour
avoir accepté d’examiner ce mémoire.

Nous remercions sincérement Monsieur MEZRAG Abderrahmane pour sa
disponibilité, son aide et ses précieux conseils au cours de notre formation

A toutes les personnes dont les noms ne sont pas cités mais qui se reconnaitront, je
leur adresse un hommage pour tous ses encouragements




Dédicace

Je dedie ce modeste travail
Tout d’abord et spécialement a mes parents pour leurs
Encouragements,
Tendresse, disponibilité et leurs sacrifices durant toutes
Mes années d’étude, c’est
Grace a eu gue je suis arrivée a cette etape de ma vie merci
Ma mere, merci mon pere.
Mes chéres soeurs : nassima, zola, zineb je vous dis merci
infiniment pour tout ce que vous avez fait pour moi, merci
pour votre aide, vos conseils et aussi vos encouragements.
A mes freres :fatah,fares,salim
A toutes mes amies
A mon binbme Selma qui a partagee avec moi les moments
difficiles de ce travail et sa famille
A tous ceux qui nous ont aidés pour réaliser ce travalil
De pres ou de loi

Hayet



Déedicace

A laid de dieu “’ALLAH’’ tout puissant
Qui ma trace le chemin de ma vie
J’ai pu réaliser ce travail.

Que je dédie :
A ma famille spécialement aux personnes les plus chéres au monde. Mon pére
Djamel el-Dinne et ma mere Nadia, qui sont la lumiere de mes yeux, ['ombre de
mes pas et le bonheur de ma vie. Qui mont apportes son appui durant toutes mes
années d’études, pour ses sacrifices et soutien et qui mont donne la tendresse, la
confiance, le courage et la sécurité.
A mes yeux chers sources Fella et soumia.

A Mon cher binbme hayet avec qui j 'ai partagé mes bons moments.

A tous nos professeurs qui nous ont enseigne.

A tous ceux qui aiment la science.

Selma




LISTE DES FIGURES

Figeure 1.1 : Distribution géographique de la famille Fabacees. ...........cccocvvviveiieiivcicseennn, 5
Figeure 1.2 : photos des plantes de genre ONONIS. .........ccoveieieieiiiiniseeee e 7
Figure 11.1: broyage de 12 Plante ... 20
Figure I1.2 : macération a froide d’extrait Chloroforme ...........ccoccevviiiiiiiniiie i 20
Figure I1.3: filtration d’extrait Chloroforme ...........cccoceiiiiiiiiiiiii e 21
Figure 11.4 : évaporation sous pression réduite @ 35-40 C°.......cccocviiriiinenninene e 21
Figure 11.5: EXtrait Methanol..........oooiiiiiioi e e 21
Figure 11.6: EXtrait ChlOrofOrME .........cooiiiii e 21
Figure 11.7 : Extait chloromethanol ... 21
Figure I1.8 : Protocole d eXtraction .......c.cuiviieeriiiiiiiesieeie et 22
Figure 11.9 : Préparation des eXIraitS ..........cooveiririeiriseieese e 23
Figure 11.10: protocole de dosage des polyphénols totauX..........cccvvevveeieeveiiiese e 28
Figure 11.11: protocole de dosage des polyphénols totauX ..........cccccevveevieieiienicie e 29
Figure I1.12: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH ............cccoccooiviiiiiiniciiicn, 30

Figure I1.13: Protocole de 1’évaluation de 1’activité antiradicalaire par la méthode de DPPH
225 PSPPSRSO 31

Figure 11.14:Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

tripyridy-s-tri-azine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioXydant ...........cccocvevvviverivernnennnnn 32
Figure II.15: Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur fer . .........c.ccovviriiiiiiniiiiciee 34
Figure II.16: Mécanismes de 1’action antioxydante retardeur briseur de chaine.. .................. 35
Figurell.17 : Protocole du blanchissement du B-Carotene. ..........ccocooevviirereiinineniseseeeeeenn, 36

Figure I1I.1: Histogrammes schématiques des résultats obtenus pour I’extraction des 185 g

seche de 1 plante ELUAIBE. ..........ov i 38
Figure 111.2 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.............ccooevviiiiiicii e 43
Figure 111.3: Dosage des polyphenols tOtaUX ..........ccccveiveiiiieiieie e 43
Figure II1.4 : Les histogrammes de la quantité en (ug EAG/mg) des polyphénols dans les trois

3 1 - V| £ SRRSO 44
Figure 111.5: Courbe d'étalonnage de la qUErCELINE ..........coeeeiiieii i 45
Figure 111.6 : Dosage des flavonoides tOtAUX ........cccueiiieiieiiieeiie e 45

Figure II1.7 : Les histogrammes de la quantité en (ug EQ/mg PS) des Flavonoides dans les
EFOIS BXEIAITS ... vttt ettt ettt bbb e ettt 46
Figure 111.8: Activité anti radicalaire (DPPH). ..ot 48


file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659044
file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659043
file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659046
file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659045
file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659048
file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659047
file:///C:/Users/toshiba/Desktop/Nouveau%20dossier%20(5)/M2.docx%23_Toc115659049

Figure II1.9: Courbes représentants le % d’inhibition du DPPH par différents extraits .......... 48
Figure II1.10: Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par standard testé (Acide

ascorbique) En fonction de 1a concentration............ccccovevviieviiese s 49
Figure 111.11 : Les valeurs d'inhibition (IC50) des extraits et des standards..............cccccoeuenee. 50
Figure 111.12: Pouvoir réducteur frape des extrais de ONONIS .........ccoevvrereierienereiene e 50
Figure III.13: Courbe d’absorbance de test FRAP en fonction de la concentration ................ 51
Figure III.14: Courbe d’absorbance de BHT en fonction de la concentration................cue..... 51

Figure 111.15 : Les histogrammes des concentration efficace (EC50) des extraits et de standard

Figure III.16: Courbe d'absorbance de p-caroténe en fonction du temps en présence des
EXLraitS E1 0E FETEIEINCE ..ot 53
Figure I11.17: Activités de blanchiment de B-Carotene...........ccovvrvriiiieinieniene e 53

Figure 111.18 : Histogramme représentatif d'activité antioxydante % des extraits et de BHA

pour le test de blanchisement de B-CaroteNe...........c.oviiiiiiiiiii e o4
Figure HHLL19 : actiVite de E.CO. ..o, 56
Figure 111.20 : activité de P. @BrUgINOSA. .......c.euiiiet ettt 56
Figure I11.21 : activité de StaphyloCOCCUS AUFBUS.........oviviniii e 56

Figure 111.22 : activité de BaCillUS CErOUS. .........ouvviririiiii e 56



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1.1 : Position systématique des FaDACEES .........cccceiririiiiieie e 4
Tableau 1.2: Classification systématique de genre ONONIS .........ccccvvveierieriereniesie e 7
Tableau 1.3: quelque polyphénols et acide phénoliques isolé de genre Ononis............cc........ 10
Tableau 1.4: Quelque flavonoides isolé du genre ONONIS .........ccovvereierenereiine e, 12
Tableau III.1: Rendement de 1’extraction des extraits de I’espéce du genre Ononis................ 38
Tableau 111.2.: Résultats de screening phytoChimiqUe ...........ccoeiriiiiiiineiecee e, 39
Tableau I11.3 : Taux des polyphénols dans les extraits de notre plante ............ccoceeveveveienenn, 44
Tableau I11.4: Taux des flavonoides dans les différents extraits. .........ccccceevvreviviieivcieenienen, 46
Tableau I11.5: valeur des IC50 deS EXIIAITS .....ccecveiierieie e nee e 49
Tableau I11.6: Les valeurs de EC50 deS XIraitS..........ceiererireiininisieieie e 51
Tableau I11.7 : Activité de blanchissement du -caroténe des extraits et de standard ............. 53

Tableau II1.8: Résultats de I’antibiogramme des extraits de ONonis ...........cceevveerveereriiieeninens 55



LISTE DES ABRIVIATIONS

O: Ononis

BHT: butyl hydroxy toluéne

BHA: butyl hydroxy anisole

DPPH: 2,2-déphnyle-1-picryldrazyl

FRAP: ferric reducing antioxidant power

FCR : Folin-Ciocalteu

KsFe(CN)s : ferricyanure de potassium

pg EAG/mg : microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme
ng EQ/mg : microgrammes d’équivalents quercétine par milligramme
HgClz : chlorure mercurique

Na2COs : carbonate de sodium

NaH2POs : sodium d’hydrogéne phosphate

TCA : acide trichloro acétique

DMSO : diméthyle sulfonyle

TP : tampon phosphate

TPTZ: tripyridy-s-tri-azine ferrique

IC50 : concentration d’inhibition médiane a 50%

ECS50 : concentration efficace a 50%

1% : pourcentage d’inhibition

ATCC : American type culture collection



TABLE DES MATIERES

Remerciment
Dédicaces

Résumé

Abstract

sasle

Listes des figures
Listes des tableaux
Abréviations
Table des matieres

INtrodUCLION GENEIAIE .. ... .o e 1

00 I 10T [ Tod 1 o] o USRS 3
1.2. La famille des Fabacees (LeS [EgUMINEBUSES) ........ccveieeiieeieiieeiieeiesee e eee s sre e sre e 3
12,0, GBNEIAIITES ...t bbbttt ettt b e b e e eneas 3
1.2.2 Place dans 1a SYStEMALIQUE : ........ooeeiiieieiic ettt sre s 3
1.2.3 DeSCription DOTANIQUE : .....ccueeiiiieiie ettt e sre e ans 4
1.2.4 Répartition geographigUE :........coueiiiieeieeieee e 5
1.2.5 Importance économique des fabacEes :.......ccov e 5
1.2.6 Usage traditionnel et intérét thérapeutique : ..........cocoriiiirieieiieee e 6
1.3, L8 GENIE ONONIS ...tttk b e bbbttt ettt b bt nes 6
1.3.1. Description botanique du genre ONONIS..........c.civeiiiieieeie e 6
1.3.2. Classification SYStEMAIQUE :........cceeiueiiiiieie e 7
1.3.3. Usage traditionNNel ............ooviiiiie e 7
1.3.3.1 En médicine traditionnelle & ..........cooi i 7
I.4. Pharmacologie du genre ONONIS .........cciuieiieiieeiie ettt sae et eene e 8
I.5. Les métabolites secondaires chez le genre ONONIS ..........ccooviiiiriiiieie e 9
[.5.1 LeS POIYPNANOIS ... 9
[.5.2. LS FlaVONOTUES ........eeiieeeii ettt nne e 12
ST T 1S3 - 1 1TSS 17
1.5.3.2 Tanins hydrolySables :...........cooiiiiiii e 17



1.6 ACLIVItE DIOIOGIGUE. .. ...eiiiitieiieiieieie ettt re et ne e e nens 17

1.6.1 ACtIVIte antiOXYAANTE .....cviuiiiiieicie e 17
1.6.2. DEFINITION ..ottt bbbttt 17
1.6.3. LeS radiCauX lDIES.......cviiiiiieie i 17
[.6.4. L& StreSS OXYAALiT......cceeiiiieiece e 18

1.7. Les polyphénols comme antioXYdaNntS ..........cccueieerieiieieeie e se e 18

1.7.1. Activité des flavonoides vis-a-vis des radicaux libres ..........ccocovevenievieiiesinsieeiienienn, 18
1.8. ACHIVItE aNtiDACIEIIENNE .....cvvivieicie e 19
RS T o3 Tod [1ES] o] o ISR OPUSTRPS 19

Référence bibliographiques
Chapitre Il : Partie expérimentale

L L. INEFOTUCTION <.ttt bbbt ne s e 20
[1.2 Etude phytOCRIMIQUE ......eeiiceie et enneas 20
11.2.1. Récolte du matériel VEgeLal ..............coviiiiieccee e 20
[1.2.2. Préparation des EXIIAILS ..........cceiiieieeieiic ettt reene e 20

11.3. Screening PRYTOCNIMIGUE: ......c.oiiiiiiiiii e 23
11.3.1. Préparation des eXIIAILS ........c.cevrirerieiriereese et 23
11.3.2. Tests de CaraCteriSAtIONS .........cceveierieieieeeeeeiese e e e ne s 24
11.3.2.1. Test de flavan 3, 4diols (test bate-Smith)...........ccccooiiiiiiiiieee, 24
11.3.2.2. Test de flavonols et flavanones (test de WilStater) ..........ccoovviiiiiiniiinicienn, 24
[1.3.2.3. TSt UES TANINS ....veivieiieieieie ettt sttt 24
[1.3.2.4. TESt AES QUINONES ....ecvviivieiveeeieciee e ete st e te et e ste e s este e sbaesteesaesraesreensesreenne e 24
[1.3.2.5. Test deS antraqUINONES ........cveiieiieiieiiesie et e steesee s et ste e e sre s e sree e 25
[1.3.2.6. TeSt deS @AlCAIOIRS .....c.eoveieiiiiiieieee e 25
11.3.2.7. Test des terpenes et des StErols INSALUIES ..........ccooeerereierenirieere e 25
11.3.2.8. Test des triterPENOIAES .......ccceieiriieieiee et 26
11.3.2.9. Test des saponines ( INICE 08 MOUSSE)........cceruireririirieieie e 25
[1.3.2.10. TSt AES COUMAINES. ... .t utttete ettt et et e et e e e e e e e aas 27
I1.4. Quantification des composés PhENOIIQUES. ........c.ecoviiieiiiie e 27
11.4.1. Dosage des polyphEnolS TOtAUX ©........coeiiiiiiiiiieie e 27
11.4.2. Dosage des flavonoides tOTAUX: .........cieiiiirieieie et 29
I1.5. Evaluation de I’activité antioXydante ............cccooverrieiiiiiieniere e 30
[1.5.1. Test de piégeage du radical libre DPPH..........cccocoiiiiiiiiiiiiee e 30
[1.5.2. Test de détermination du pouvoir réducteur FRAP ...........ccccoviiieviiiiieece e, 32



11.7. Evaluation de I’activité antibactErienne. ........oovviiieeeiiei 36

[1.7.1. Stérilisation du matériel ..............oiiiiii e 36
11.7.2. Préparation des dilutions d’eXtraitS..........o.eviiiiiiiiiiiii i, 37
11.7.3. Préparation de I’'Inoculum......... ..o e 37
11.7.4. Ensemencement et dépOt des diSQUES...........covviriniiririii e 37
T8 CONCIUSION ... e 37

Référence bibliographiques
Chapitre 111: Résultats et discussion

O 1o oo L3 o [ S PRSTOPURPRSPRS 38
[11.2. Etude phytOChIMIGQUE. ..o 38
11.2.1. Rendement de I’eXtraction ...........cecureiiieeiiieeiiie e st e see s e sie e e e e e e e e enneas 38
[11.2.2. Screening PRYTOCRIMIGUE ........oviiiiiiiiiiiieeee s 39
[11.2.3.Résultats de 1’étude quantitative ©.........cccooeeiieiiiieiic e 43
111.2.3.1. Dosage des polyphénols tOtaUX :........ccccveveeiieiieie e 43
111.2.3.2. Dosage des flavonOides...........c.coveiiiiiiicc e 45
1.3, ActiVités DiologiqQUES IN VITFO ......cviiieiiee e 47
T 3.1, ACHIVITE @NtIOXYUANTE.....c.viiiieiiece et 47
111 3.1.1. Evaluation de pouvoir antiradicalaire par le DPPH :.........ccccccocoeevrureereeeenenae, 47

I11 3.1.2. Test de la réduction du fer FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power) ......... 50

I11 3.1.3. Test de blanchissement du B-CarOtENE ........ccveeveerieririirieerese e 52
1.4, L'ACtiVIté antimiCrODIBNNE ......cc.oiveieiice s 54
TS, CONCIUSION <.ttt ettt be et r e e s e ne e 57

Références bibliographiques

Conclusion générale et Prescriptives



Introduction générale

Depuis de nombreuses années, les plantes médicinales jouent un role important dans la
médecine et la pharmacologie. Aujourd’hui, on estime qu'environ 80% de la population
mondiale repose sur des préparations botaniques comme medicaments pour répondre a leurs
besoins de santé. [1] Les plantes médicinales demeurent une source de soins médicaux dans
les pays en voie de développement en I'absence d'un systéme médicinal moderne. Ceci est dd
au fait que les plantes médicinales offrent diverses biomolécules utilisées comme remedes
contre plusieurs maladies [2]. Ces plantes ont I’aptitude de synthétiser de nombreux composés
appelés métabolites secondaires et constituent donc un immense réservoir de composés d’une
grande diversité chimique, possédant un large éventail d’activités biologiques. C’est le cas par
exemple des polyphénols végetaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
antimicrobiens, antioxydants et antihémolytiques [3] c’est pour cela que ces produits naturels
sont tres demandés dans le monde. D’autre part, I’industric pharmaceutique s’appuie
amplement sur les métabolites secondaires végétaux pour 1’¢élaboration de nouveaux
médicaments.
A partir du positionnement et des enjeux de la recherche mentionnés précédemment, et au
regard des besoins d'identifier des nouvelles molécules a activités biologiques nous avons pu
poser notre problématique de recherche et pour cela nous avons donc décidé de rechercher au
sein de la biodiversité végétale algérienne, de nouvelles molécules ayant de grande
potentialité. Malgré son importance seule une petite partie des espéces végétales est étudiée
du point de vue chimique et pharmacologique. Par conséquent, les chances sont importantes
d’isoler de nouveaux métabolites actifs ou de découvrir d’autres activités a des COmMposés
connus.
C’est dans cette optique que se situe notre travail qui s’attéle a 1’étude & une espéce du genre
Ononis en se basant sur l'endémisme et les caractéristiques médicinales. Cette espece
appartenant a la famille Fabacées (Légumineuses) qui est la plus importante famille parmi les
dicotylédones. C'est la famille végétale qui fournit le plus grand nombre d'espéces utiles a
I'nomme, qu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales.
La présentation de ce mémoire sera comme suit :

» Le premier chapitre consacré a la synthese bibliographique, la description de la famille

des fabacées et particulierement le genre Ononis et ses métabolites secondaires

> Le second chapitre sera consacré aux travaux expérimentaux qui comportent :



Screening phytochimique, extraction, le dosage polyphénols et flavonoides ainsi
I’activité antioxydante des extraits par trois méthodes (DPPH, réduction du fer FRAP,
blanchissement du [-caroténe), et I'évaluation de I'activité antibactérienne des
différents extraits de notre plante.

» Le dernier chapitre regroupe les différentes observations et la discussion des résultats
obtenus.

» Nous terminerons notre étude par une conclusion et des prescriptives.
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1.1. Introduction

L'Algérie, gréace a sa situation géographique, son relief, sa grande variété de climats et de sols,
posséde une flore variée dans les régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts plateaux,
la steppe et les oasis sahariennes. On y trouve plus de 3000 especes vegétales constituant ainsi

une source remarquable de métabolites secondaires dotés d'activités pharmacologiques

1.2 La famille des Fabacées (Les legumineuses)

1.2.1. Généralités
La grande famille des Fabacées (de Faba= la feve), s’appelle aussi famille des Légumineuses
puisque leurs fruits se nommes gousses ou légumes [1]. Cette famille est la troisieme plus
grande famille de plantes a fleurs, derriére seulement les orchidées (Orchidaceae) et les asters
(Asteraceae). Avec environ 700 genres et 20000 especes dans le monde [2]. Les
I[égumineuses viennent juste aprés les Poacées (les graminées) en importance agricole et
économique. La famille comprend des variétés horticoles et de nombreuses especes récoltées
comme cultures et pour les huiles, les fibres, le carburant, le bois, les médicaments et les
produits chimiques[3].
L’évolution des Fabacées se traduit par : la réduction du nombre des étamines, et surtout la
création d’une fleur zygomorphe. Ces tendances évolutives, plus ou moins synchrones,
conduisent a de trés nombreux types floraux, des plus archaiques aux plus évolués.
Les Fabacées peuvent étre subdivisées en quatre sous-familles :
% Les Bauhinioidéescomprenant les arbres a orchidées (Bauhinia) et les arbres de
Judée (Cercis) ;
s Les Césalpinioidéeset les Mimosoidéesqui comprennent surtout des arbres des
pays chauds : Mimosa, Acacia, Cassia ;
% Les Faboidées(du genre Faba, Féve), autrefois appelées Papilionacées, en raison
de la forme de la corolle en « papillon », les Tréfles, les Pois, les Haricots... [4]
1.2.2. Place dans la systématique :
La classification phylogénétique (APG 2009), est une classification scientifique moderne des
angiospermes établies selon les travaux d’une équipe de chercheurs (The Angiosperms
Phylogeny Group). Reflet d’un consensus sur les connaissances acquises lors de sa
publication en 1998, cette classification a été révisee en 2003 et en 2009, elle traduit les
efforts faits en systematique pour que les systemes de classification refletent au mieux la

phylogénie des familles mise en lumiére par les avancées constantes de la génétique
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Tableau 1.1 : Position systématique des Fabacées [5]

Classification APGIII (2009)
Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae
Classe Eudicotyledonae
Sous classe Rosidae
Ordre Eurosidae I(fabidées)
Sous ordre Fabales
Famille Fabaceae (Leguminosae)
Sous Famille Faboideae
Mimosoideae
Caesalpinoideae
Bauhinioides

1.2.3. Description botanique :

Les plantes de la famille Fabacées des sont incroyablement diverses de toutes les maniéres
imaginables et défient toute généralisation sur presque tous les attributs. Leur nom est tres
variable et va des minuscules formes a une seule graine aux gousses ligneuses d'un métre de
long et des Iégumineuses déhiscentes typiques aux ailées indéhiscentes dispersées par le vent.
[2].

Les racines présentent des renflements ou nodosités. Ce sont des radicelles déformées a la
suite d’une infestation par des bactéries, les Rhizobium, dont il existe plusieurs variétés ou
especes suivant la Fabacée atteinte. Il s’€tablit une symbiose entre cette derniere et la bactérie.
Celle-ci fixe l’azote atmosphérique, empruntant 1’énergie nécessaire dans les sucres formés
par la plante. En retour, cette derniére utilise la majeure partic de I’NHz synthétisée par la
bactérie [4].

Les feuilles, primitivementalternes, composées-imparipennées et stipulées, peuvent évoluer
vers une feuille simple, ou vers une feuille composée-pennée ; en particulier, la foliole
terminale se transforme souvent en vrille et les stipules peuvent devenir plus importantes que

les feuilles, voire les remplacer [4].
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Les fleurs sont solitaires ou rassemblées en panicules, en fascicules, en racémes, en épis ou en
tétes axillaires et terminales ou opposées aux feuilles comme chez certains membres des
Bossiaecae [6]

Le fruit est une gousse ou un légume qu’on appelle un fruit sec a deux ouvertures :

Ventrale et dorsale. Le nombre d'ovules dans chaque fruit est variable selon les especes.Les
graines résultant d’un ovule courbe, sont elles-mémes arquées. Elles sont exalbuminées et
riche en amidon (pois, feves et lentilles), en huile (arachides, graines de Soja), et en matiéres
protéiques (graines de soja). [4,7]

1.2.4. Répartition géographique :

La famille Fabacées est cosmopolite. Elle est particuliérement concentrée dans les régions
tropicales, subtropicales et tempérées chaudes comme en Afrique du Sud ou le pourtour
méditerranéen. Les régions tropicales abritent essentiellement des espéces ligneuses, tandis

que les régions tempérées sont riches en especes herbacées [8].
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Figeure 1.1 : Distribution géographique de la famille Fabacées. [8]

1.2.5. Importance économique des fabacées :

Les Légumineuses ont une grande importance économique, étant une source de protéines
végétales (graines en particulier des Papilionaceae) pour I'alimentation animale ou humaine
dont la culture ne nécessite pas d'engrais azotés. C'est aussi une source de matieres grasses
(huile d’arachide) et de bois (Iégumineuses des régions tropicales). On y rencontre aussi des
especes qui présentent un intérét en plus que plantes alimentaires comme plantes fourrageéres,

pharmaceutiques, industriels et ornementales. [9]
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1.2.6. Usage traditionnel et intérét thérapeutique :

Certaines espéces de la famille Fabacées ont été utilisées pendant de nombreuses années de
médecine traditionnelle pour traiter le rhumatisme, 1’arthrite, 1I’inflammation, le néoplasme,
L’hémorroide, la bronchite, 1’asthme, les infections des voies urinaires et les maladies du foie,
Il est rapport¢ que la famille Fabacées ait une riche tenace d’acides phénoliques et de
flavonoides [10].

1.3. Le genre Ononis

Ononis L, est un grand genre de la sous famille faboideae tribuononideae famille fabaceae, ce
genre il a d’abord ¢été reconnu par Linnaeus (1753, 1754) décrite 17 especes. Et maintenant,
c’est comme environ 86 especes dans le monde, le nom d’Ononis & été donné du mot grec
onos signifiant ane et un aliment préféré de cet animal. [11], ce genre et distribuée par deux
sections, la premiére section qui s’appelle Ononis et la deuxiéme section qui s’appelle natrix
[12]. Ce genre et répondu en Europe, dans les iles de 1’Atlantique, en Asie de 1’ouest et en
Afrique de Nord et surtout distribué prés des cotés de la mer méditerranée [13], En Algérie on

rencontre principalement les espéces suivantes : [14]

O. cenisia (L.) O. alba (Poiret.) O. spinosa (L.)

O. hispida(Desf-) O. euphrasiaefolia (Desf.) O. pusilla (L.)
O.serotina (Pomel.) O. reclinata (L.) O. ornithopodioides (L.)
O. biflora (Desf.) O. viscosa (L.) O. antennata (Pomel.)
O. laxiflora (Desf.) O. sicula (Guss.) O. mitissima (L.)

O. laxiflora (Desf.) O. natrix (L.) O. variegata (L.)

O. pendula (Desf.) O. aragonensis (Asso.) O. crinita (Pomel.)

O. alopecuroides (L.) O. fruticosa (L.)

1.3.1. Description botanique du genre Ononis

Les plantes appartenant ou genre ononis, les élamines sont réunies ensemble par leur base, la
gousse et renflée, sessile, et renforme un petit nombre de graines, herbes ou sous arbrisseaux a
feuille terneés, a folioles dentés en scie, a stipules adhérent ou pétale, a fleure rarement

terminales, presque toujours axillaires, sessiles ou pédonculées, jaunes ou rougeatres. [15]
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O. spinosa [16] 0. viscosa [12]

0. natrix [18] 0. Alba poir [19]

Figeure 1.2 : photos des plantes de genre Ononis.

1.3.2. Classification systematique :

D’aprés Al- Sanafi, A.E [20], La classification de ce genre et comme suit :

Tableau 1.2: Classification systématique de genre Ononis

Rayaume Plante

Sous Rayoume Tracheobionta.

Super division Spermatophytes.
Classe Magnoliophyta.
Sous classe Rosidés.

Ordre Fabales.

Famille Fabacées

Genre Ononis

1.3.3. Usage traditionnel

1.3.3.1. En médicine traditionnelle :
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D’apreés les recherches biologiques sur le genre Ononis nombreuses especes de ce genre sont
utilisé en médecine traditionnelle pour leurs effets laxatifs, diurétique, antitussif, apéritif,
lithontriptique [19], ainsi que contre les maladies de la peau [13].

Parmi ces especes on cite :

» Ononis spinosa : I’infusion de ’espéce était utilisée dans le traitement de 1’hydropisie,
des infections des voies urinaires, des inflammations et des rhumatismes, ainsi
qu’utilisé pour la cicatrisation des plaies, de I’eczéma et des autres affections cutanees
[19].

» Une sous espéce de Ononis spinosa L. (leiosperma) de la région iraquienne, la partie
aérienne de cette décoction d’espéce est utilis€ comme diurétique, laxatif doux, les
racine étaient utilisé comme diurétique, purification sanguine et expectorant. [11].

» Ononis hirta : I’extrait ou méthanol de parties aériennes a inhibé la prolifération de
différent lignée cellulaire cancéreuse [11].

» Ononis natrix : utilisé comme antirhumatismaux, diurétique, urolithiatiques et pour
réduire la tension artérielle [13].

» Les racine de Ononis spinosa L, Ononis arvensis L, Ononis hirsinajacg et Ononis
antiquorum L, sont utilisé contre les irritations de la peau, les démangeaisons, les plais
et les dermatites [13].

» Ononis sicula : utilisé pour la cicatrisation des plaies ainsi que contre les boutons de
fievre. [13].

» Ononis angustissima : Cette plante est utilisée traditionnellement en Algérie pour leur
propriété hémostatique [21].

I.4. Pharmacologie du genre Ononis

D’aprés les recherches scientifiques monteront que les espéces de genre Ononis ayant
plusieurs activités biologiques : analgésiques, antiviraux, antifongique, antiseptique. [13],
antimicrobienne, dermatologiques, anticancéreux, hépato protecteur et antibiofilme. [20], anti
hémolytique [22], antipyrétique, antibiotique, antidiabétique [23], anti inflammatoire, [13]
[22,36], antioxydant. [17,18,23], antibactérienne. [24,26], cytotoxique [13,24,25], anti obésité.
[26].

=>» Les résultats d’étude des extrait brut éther de pétrole, acétate d’éthyle le n- butanol de
I’espéce ononis mitissima, montre que les extraits testés sont affichés une activités anti
oxydante, anti- inflammatoire et anti hémolytique, 1’activités anti hémolytique la plus

forte a été observée par I’extrait acétate d’éthyle. [22]
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=» Ononis viscose & montre une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram™ [24]

=>» Dans une recherche de niveaux produits naturels & explorer comme médicament
anticancéreux, deux espéce (O. Diffusa, O. variegata), ont été criblées contre des
lignées cellulaire de cancer colorectal, L’activités cytotoxique des extraits bruts de O.
Diffusa a montrait une activités cytotoxique remarquable. [25]

=>» Diverses activités biologiques ont été décrites pour les extraits de O. spinosa telles
qu’antibactérienne, antifongique, inhibiteur de la hyaluronidase-1, activité
antiinflammatoire en inhibant la 5-lipoxygénase et la voie de signalisation du
récepteur de type Toll 4., les racines sont utilisées comme composant de combinaisons
a base de plantes anti-obésité [26].

=> Les résultats d’¢tude phytochimique et biologique des extraits de partie aériennes et
I’exsuda tde Ononis angustissima montré une activités antioxydant. [17], une autre
¢tude montre que 1’huile essentielle de la partie aérienne de cette plante exprimé une
activité cytotoxique contre la ligne de cellule hélicoidales, et un effet anti bactérienne

important contre les souches bactérienne P. aeruginosa et E. faecalis. [24]

1.5. Les métabolites secondaires chez le genre Ononis

Des études phytochimiques sur les espéces de ononis révélent que cesplantes contiennent du
sucre, du tanin, de la saponine, des lectines, desdérivés de flavonoides (tels que la
trifolirhizine, 1'ononine, la formononétine,la génistéine,....), des acides phénoliques
(gallique,protocathéchique,  phydroxybenzoique,vanillique,  caféique,  p-coumarique,
férulique,acide  sinapique), huiles essentielles  (anéthol, carvon et menthol
commeprincipauxcomposants), stérols (B-sitostérol, campestérol, stigmastérol), substances
terpéniques (B-amyrine, a-onoceérine),dérivés de I'acide anthranilique et du résorcinol, lactones
aromatiques et coumarines.[13]

1.5.1 Les polyphénols

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble des substances chimique 1’élément
structurel fondamentale qui les caractérisé et la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est lié directement oumoins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction (éther, ester, hétéroside...), ces composés forment le principe actif de nombreuses
plantes médicinales, ils sont abondants chez plante vasculaires et localisés dans : racines, tige

bois, et fruit.
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Les composés phénoliques sont issus de deux grands voies d’aromagénése, la voie plus
courante est celle qui via le shikimate (I’acideshikimique) conduit les oses ou acides aminés
aromatique (phényl alanine et tyrosine) puis par désamination de ces dernier ou acide
cinnamique et a leurs trés nombreux dérivés: acide benzoiques, coumarine, lignanes et

lignines...ect [27].

Tableau 1.3: quelque polyphénols et acide phénoliques isolé de genre Ononis

Nom de P’espéce Nom de produit Référence

1.5-(10- acetoxy- pentadec-8Z- enyle)- resorcinol [28]
2. 5-(10- hydroxy- pentadec-8Z- enyle)- resorcinol
O.speciosa 3.5-(10- acetoxy- pentadec-8Z- enyle) -
resorcinoldimethylether
4.5-(10-oxo0-pentadec-8Z-enyle)resorcinol

dimethylether

5. Acide (2' R, 12'S) -6-( 2,12 diacetoxytridecyl)- | [29]
2,4- dihydroxy benzoique

6. methyl (2" R, 12'S) -6-( 2,12 diacetoxytridecyl)-
2- hydroxy-4- methoxy benzoate

O. viscosa methyl (2' R, 12'S) -6-( 2,12 diacetoxytridecyl)-2,4-
dihydroxy benzoate
2-acetoxy-12-,hydroxytridecyl)-2- hydroxy-4- methoy
9.Acide(2'R,12'S) -6-(2-acetoxy-12-
hydroxytridecyl)-2,4- dihydroxy benzoique
10.methyl(2'R,12’S)-6-(2-acetoxy-
12hydroxytridecyl) -2,4- dihydroxy benzoate.

11. 1-O- methyl-5-( 2- acetoxy tridecyle) resorcinol | [30]
12.1-O-methyl-5-(2-acetoxy-8-oxotridecyle)
resorcinol

13.1-O- methyl-5-( 2- acetoxy-8- hydroxy
tridecyle) resorcinol

O. natrix 14.1-O- methyl-5-( 2- hydroxy tridecyle) resorcinol
15.1-O- methyl-5-( 2- hydroxy -8- oxo tridecyle)

resorcinol

10
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16.1-O-methyl-5-(2-8- dihydroxy tridecyle)
resorcinol
O.natrix.subramosissima | 17.5-(2- acetoxy-8- oxo tridecyle) resorcinol [31]
18.5-(2-acetoxy-7-hydroxy-8-oxotridecyle)
resorcinol
R,
R, _ 1 OH OAC
8 2 OH OH
3 OMe OAC
4 OMe O=
R
5 H H OAC
6 Me Me OAC
7 H Me OAC
8 Me Me OH
9 H H OH
10 H Me OH
11 CHs: H H H
12 CHs H AC O=
13 CHs: AC AC OH
14 CH; H H H
15 CHs H H O=
16 CH: H H OH

11
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17 H AC H

18 H AC OH
13'

1.5.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigment quasiment universels des végétaux, il sont responsable de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, tous les flavonoides ont une origine
biosynthétiqgue commune et de ce fait, possedent la mémé élément structurel de base , a savoir
I’enchenot 2- phényl chromons[27], les trois carbone servant de jonction entre les deux
noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygene.[32], il
peuventétre regroupés en une douzaine de classes ( flavones, dihydroflavovols, flavonols,
flavonones, flavan-3-ols, flavan-3,4,diols, chalcones, aurones, anthosyanidols)selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique centrale, lequel peut étre ouverte et recylisé en un motif

furanique.[27].

Tableau 1.4: Quelque flavonoides isolé du genre Ononis

Nom de I’espéce Nom du composé isolé Référence
1.0nonine [28]
O.spéciosa 2. 6"-O-acetylononine
O.varginalise 3.bishomoflavoneononine [33]

4.bishomoflavone glucoside

5.Nevadensine [34]
6. Sideritiflavone
O.natrixsspramosissima | 7. Acerosine

8. Hymenoxine

9. Xanthomicrol
10.Hypolaetin-8,3'-,4'- trimethyl

12
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11. 2',3",4'- trihydroxychalcone [35]
12. 6- hydroxy aurone
O. angustissima 13. 2',4'- dihydroxychalcone
14. 5- hydroxy-7 methoxy flavone (tectochrysine)
15. (3S)-7- hydroxy-4’- methoxy- isoflavanon- 3- - | [17]
D glucopyranoside.
16.Citrusine
17. chavicol 1- O- B- D glucopyranoside.
18.3- (4-( glucopyranosyloxy)- 5- hydroxy- 2- | [36]
methoxyphenyl)-7- hydroxy-4H- chromen-4- one
19.0nonine
20.Formononetine
21.(+) puerol- A- 2'-O-B-D- glucopyranose
22.(-) puerol- B- 2'-O-B-D- glucopyranose((-)-
sophoraside A)
23. (+) puerol- A
24.(-)- trifolirhizine
25. (-)- trifolirhizine-6'- O- malonate
26. (-)- maackiaine
27. (-)- medicarping
O.spinosa 28.Sapinonine [16]
O. angustissima 29.kaempferol 3- OB- D- glucopyranoside- 7- O(2"'- | [17]

acetoxy) — p-D- galactopyranoside

CH,OR

L 50

OH
OH

OMe

13




Chapitre | Synthése bibliographique

OH

3
4

5 H OCHg
6 H OCHg
7 H OCHjs
8 H OCHjs
9 H OCHjs
10 H H

H

B-D-Glucopyranosyl

OH
OCH;
OH

H
OCH;
OH

H

OH
HO
OCHG3
H

14

OCHs3
OH
OCHjs
OCHs
OH
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HO O
O
OMe
HOH,C
O
HO
HO OH
15

18 OCHs Glu OH H
19 H CH: H Glu
20 H CHs H H

Synthése bibliographique

CH,OH R
HO
HO
oH O
16 OH
17 H

21 Glu H
22 Glu CHs
23 H H

15
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R,0

24 Glu
25 6’-O-malonate-Glu
26 H

OH OH

28
OH
OH
HOH,C
0]
0] (0]
HO
‘\{) |
o OH (0]
HOHZC O O
10 N
HO OH
29
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1.5.3. Les tanins

Les tanins se sont des composes phénoliques hydrosoluble ayant une masse moléculaire plus
¢levée, qui présentant la propriété de précipités les alcaloides, la gélatine et d’autre protéines.
Les tanins sont classés en deux groupe deférent, tanins hydrolysables et les tanins condensé
[27].

1.5.3.a Tanins hydrolysables :

Ce sont des Oligo ou des polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un nombre
variable de molécules d’acide- phénol, le sucre est treés générale d’acide — phénol, le sucre et
trés généralement le glucose, 1’acide phénol et soient I’acide gallique dans le cas d’acide
galliques, soient I’acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés d’oxydation dans le cas des
tanins ellagiques.

1.5.3.b Tanins condensés :

Tanins condensé ou proanthocyanidolssont des polymeéreflavaniques. 1ls sont constituées
d’unités de flavan -3-ols liées entre elles par des liaison carbone- carbone le plus souvent 4->8
ou 4->6.

1.6. Activité biologique

1.6.1. Activité antioxydante

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable traduisant la
capacité antioxydante. En effet, pour juger I’effet antioxydant global d’un extrait d’une
ressource végétale ou alimentaire, ’utilisation de plusieurs tests d’activité est nécessaire [37].

1.6.2. Définition

Un antioxydant est une substance capable de prévenir, réduire ou réparer des dégats
occasionnés par les radicaux libres. Il peut diminuer ou empécher 1’oxydation cellulaire [38].
Chaque antioxydant ne peut réagir qu’avec un seul radical libre [39]. Une bonne santé résulte
d’un bon équilibre entre la production inéluctable de radicaux libres et 1’action des
antioxydants. Si un désequilibre intervient, il aura des conséquences plus au moins graves sur
la santé [38].

1.6.3. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des composeés instables surtout formes d’oxygene. Ils sont générés au
cours du fonctionnement normal, mais leur production peut étre augmentée par la pollution, la

fumée de cigarettes ou une exposition prolongee au soleil, par exemple. Leur structure
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chimique fait qu’ils endommagent les autres atomes en les « oxydant ». Ils sont toutefois plus
ou moins tenus en €chec par les antioxydants naturels de 1’organisme. Certains facteurs
peuvent toutefois rompre cet équilibre. Si les radicaux libres en viennent a excéder la capacité
de I’organisme a les neutraliser, ils peuvent contribuer a ’apparition de plusieurs maladies,
dont les maladies cardiovasculaires, certains types de cancers et d’autres maladies associées
au vieillissement [40].

1.6.4. Le stress oxydatif

Le stress oxydant est défini comme un désequilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et les pro-oxydants [41], que ce soit par un déficit dans les mécanismes
de défense comprenant des composes et des enzymes antioxydantes [42], ou une
surproduction des radicaux libres [43].

1.7. Les polyphénols comme antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme tout substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher 1’oxydation de ces substrats [44].

Les polyphénols constituent une famille de composés qui sont omniprésents dans le régne
végétal. Les nombreuses propriétés de ces composes relatives a la santé, largement décrites
dans des études épidémiologiques, sont principalement fondées sur leurs activités
antioxydantes, ils peuvent piéger les radicaux libres, inhiber les enzymes responsables de la
formation des radicaux libres et sont méme des chélateurs de certains ions métalliques [45].
Le potentiel rédox des composés phénoliques les rend utiles en tant qu’agents réducteurs,
donneurs d’hydrogene et extincteur d’oxygene singulet, responsables en dernier ressort de
leurs propriétés anti-oxydantes. Structurellement, les phénols contiennent un cycle aromatique
d’un ou plusieurs substituants hydroxyle et vont des phénols simples aux composés
macromoléculaires hautement polymérisés [46,47].

1.7.1. Activité des flavonoides vis-a-vis des radicaux libres

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux flavoxyles

moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation d’un atome

d’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée ci-dessous :
FLOH + R* —> FLO’ + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle(FLO") ce

dernier va subir un changement de structure par résonance ;redistribution des électrons

impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
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aux R ; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des
composes non réactifs[48] .

FLOe< + R« —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLO+ + FLO* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)

1.8. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et medicinales sont connues depuis
L’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20¢éme siecle pour que les
scientifiques

commencent a s’y intéresser. Un grand nombre de plantes, aromatiques, des plantes épices et
autres, possedent des propriétés biologiques tres importantes, qui trouvent des applications
dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture [49].
Différents constituants présents dans les plantes présentent cette propriété antimicrobienne
tels que : les Phénols, les terpenoides, les alcaloides ...

Le mécanisme d’action de ces composés passe par la désorganisation de la membrane
plasmique, la formation des complexes avec la paroi, I’inhibition des enzymes, I’interaction

avec I’ADN, ... [50].
1.9. Conclusion

Notre recherche bibliographique portée sur la famille Fabaceae et le genre ononisne nous a
pas laissé indifférents par rapport a la richesse de notre plante étudiée et nous a motivé a

pousser plus loin notre recherche de métabolites contenus dans le genre ononis.
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Chapitre 11 : Partie expérimentale

I1.1 Introduction

L’espéce choisie est une plante du genre Ononis qui n’a pas fait 1’objet d’étude
phytochimique et de dépistage d’activités biologiques précédentes.

Cette partie se base sur I’étude de la composition chimique sur la partie airiénne d’une plante
du genre ononis a savoir le screening phytochimique, le dosage des polyphénols totaux, le
dosage des flavonoides et 1’évaluation de D’activité antiradicalaire et antibactérienne des

différents extraits de cette plante.
11.2 Etude phytochimique

11.2.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne (tiges, feuilles, fleurs) a été récoltée en
mois de juin 2021 dans la région de djebel el ouahch (Constantine). Apres le nettoyage, laissé
sécher a lair libre pendant quelques jours, ensuite broyée a ’aide d’un broyeur électrique,
afin de pouvoir récupérer une poudre fine et homogene. La poudre obtenue a été ensuite
conservée dans des récipients et stockée a 1’abri de la lumicre jusqu’a utilisation.

11.2.2. Préparation des extraits

Apres séchage, 185 g des parties aériennes de Ononis ont été broyées puis macérées dans
I’ordre des solvants suivants le chloroforme pendant 48h, un mélange chlorométhanolique
(chloroforme/méthanol : 50:50, v/v) de et enfin avec le méthanol pendant 48h. Apreés filtration
plusieurs fois, les solvants sont éliminés du filtrat par évaporation sous pression réduite a 35-
40°C dans un évaporateur rotatif permettant ainsi d’obtenir les extraits bruts : Extrait
Chloroforme, Extrait Chlorométhanol, Extrait méthanol. [1]

Les étapes d’extraction sont répresenté par des figure suivant :

Figure I1.2 : macération a froide d’extrait
Figure I1.1: broyage de la plante Chloroforme
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Figure I1.3: filtration d’extrait Chloroforme

Figure 11.4 : évaporation sous pression réduite
a35-40cC°

Figure 11.7 : Extait chloromethanol

Le diagramme suivant Figure 11.8 résume tout ceci :
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Matériel végétal

m=185g

eMacération a froid dans un chloroforme
(100%) pendent (24h-48h).

eFiltration
Evaporé a sec sous pression réduite 35-40C®
ssidu végétal Filtrat 1 St
ResloMvgea chloroforme

L

eMacération a froid dans un chloroforme et
méthanol (50% /50%) pendent (24h-48h).
eFiltration

i Evaporé a sec sous pression réduite 35-40C°

Résidu végétal sec / Extrait

Filtrat 2
l chloro/méthanol

eMacération a froid dans un méthanol
(100%) pendent (24h-48h).
eFiltration

l l Evaporé a sec sous pression réduite 35-40C°

Résidu Filtrat 3 4,(Extrait méthanol
N

Figure I1.8 : Protocole d’extraction
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11.3. Screening phytochimique:

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence
des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donneée. Il se base sur des
réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques.
La présence de ces derniers est attestée, soit par la formation d'un précipité soit par le

changement de coloration du milieu [2].

11.3.1. Préparation des extraits
= L’extrait végétal hydro-alcoolique:

07 g de matiére végétale dans 100ml de mélange méthanol-eau (70/30), apres agitation laisser
reposer pendant 24h. Filtre le mélange et récuperé le filtrat.

=>» L’extrait éthérique :
On met dans un erlenmeyer 7g du matériel végétal avec 30 ml d’éther de pétrole. Apres 24h
on filtre et on obtient de 1’extrait éthérique.

= L’extrait chloroformique :
On met dans un erlenmeyer 4g du matériel végétal avec 50ml de mélange chloroforme- éther

de pétrole (40/10). Apres 24h on filtre et on obtient de 1’extrait chloroformique.

=>» L’extrait végétal de I’acide sulfurique :
On met dans un erlenmeyer 0.2 g de matiére végétal (broyée) avec 10ml de 1’acide sulfurique.
Agitation pendant 2 minutes, Laisser reposer pendant 24h. Filtre le mélange et récupéré le
filtrat.

Figure 11.9 : Préparation des extraits
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A : Extrait hydroalcoolique

B : Extrait éthérique

C : Extrait chloroformique

D : Extrait d’acide sulfurique

11.3.2. Tests de caractérisations

11.3.2.1. Test de flavan 3, 4diols (test bate-smith)
On met dans deux tubes 2 ml de I’extrait A. On additionne dans 1’un des tubes0.5 ml de HCI
concentré, et I’outre reste comme un témoin. On porter au bain marie pendant30minutes.

+L apparition d’une coloration rouge dénote la présence de leucoanthocyanes qui sont

des dérives desflavan-3,4-diols [3].

11.3.2.2. Test de flavonols et flavanones (test de Wilstater)
On met dans deux tubes 2ml de I’extrait A. On additionne dans 1’un des tubes I’HCI1 concentré
(0.5 ml) et ’outre reste comme un témoin. On ajoute tout doucement quelque fragment de
magnésium, on laisse agir sous la hotte.

+ L’apparition d’une couleur qui vire vers le rouge pourpre (flavonols) ou le rouge

violacées (flavonones et flavonols) confirme 1’existence des flavonoides [3].

11.3.2.3. Test des tanins
On met dans 3 tubes 2 ml de I’extrait A. On additionner 4 & 5 gouttes de gélatine a 1 % dans
le premier tube et on additionne 4 a 5 gouttes de (FeClz en solution méthalonique) dans le
deuxiéme tube et le troisieme tube reste comme un témoin

+ La couleur vire ou bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tannins catéchique avec précipitation dans les tests de gélatine [4].

11.3.2.4. Test des quinones
Les quinones constituent une série de diénes plutdt que des composés aromatiques comportant
un noyau de benzéne sur lequel deux atomes d'’hydrogene sont remplacés par deux atomes
d'oxygene formant deux liaisons carbonyles (dicétones éthyleniques conjuguées cycliques).
On met dans 2 tubes 2 ml de I’extrait B et on ajoute NaOH 10% dans I'un de tube et I’autre reste
comme un témoin.

* Aprés agitation, I’apparition d’une coloration qui vire au jaune, rouge ou violette de la

phase aqueuse confirme la présence des quinones [5].
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11.3.2.5. Test des anthraquinones :
Les anthraquinones sont des dérivés de I'anthracene. Du point de vue structural, les
anthraquinones sont des composés naturels dont le squelette carboné de base en Ci4 présente
un enchainement de type Cs-C2-Cs [6].
Dans 2 tubes On met 2 ml de I’extrait C. On ajoute KOH 10% dans 1’un de tube et I’autre
reste comme un témoin.

4 Apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de

la phase aqueuse en rouge [7].

11.3.2.6. Test des alcaloides :

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose [8-9].
Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer et de Dragendroff.

» Réactif de Mayer
Composition : lodure de potassium (KI) 25g, Chlorure mercurique (HgCl2) 6.8 g, I’eau
distillée (100 ml).

» Reéactif de dragendroff
Composition : Nitrate de bismuth (1.7 g), acide tartrique concentré (20 g), eau distillée (100
ml) , iodure de potassium (10 g) , eau distillée (100 ml).
On met dans 3 tubes 2 ml de I’extrait végétal de I’extrait D. Dans le premier tube on met 5
gouttes de réactif de Mayer et dans le 2éme tube on met 5 gouttes de réactif de dragendorff et
le troisieme tube reste comme témoin.

+ La présence des alcaloides est constatée par des réactions de précipitation avec les

révélateurs généraux :
» Blanc jaunatre dans le premier tube.

» Orange dans le deuxieme tube [10]

11.3.2.7. Test des terpenes et des stérols insaturés :

La majorité des stéroides sont des alcools, on les appelle stérols [11,12]. Les stérols sont des
stéroides dérivant des triterpénes et formant ainsi tout un groupe d’alcools solides [13].

Un stérol est un lipide possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur d'un
groupe hydroxyle. Pratiquement tous les stéroides végétaux sont hydroxylés en C-3 et sont en
fait des stérols [14].
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La présence des stérols insaturés et terpénes est mis en évidence a 1’aide de H2SOa.les étapes a
suivre sont :
< Un mélange MeOH/H,0 (80/20) est additionné a une quantité de la poudre végétale.
¢+ Apres agitation, filtration et concentration non a sac on ajoute 50ml d’éther de pétrole
a la solution obtenue et on laisse décanter.
¢ Aprés séparation des deux phases on proceéde a I’évaporation a sec de la phase éthérée,
I’extrait obtenu est additionné 15ml de chloroforme.
+« La solution chloroformique est versée dans trois tubes a essai en quantités égales.
Tube (1) : utilisé comme témoin.
Tube (2) : ajouter 3 ml d’anhydride acétique, le changement rapide de couleur indique
la présence de terpenes.
Tube (3) : ajouter 3 gouttes d’acide acétique, 1’apparition de la couleur rouge cerise

confirme la présence des stérols insaturés [15]

11.3.2.8. Test des triterpéenes :
Les terpenes constituent une large famille d’alcénes d’origine naturelle tres diversifiée
comprenant des molécules linéaires, cycliques ou bien polycycliques et pouvant présenter des
fonctions alcools, aldéhydes, cétones [15].
La mise en évidence des terpenes est fondée selon la réaction de Lieberman-Burchard.
Les étapes a réaliser sont [15].
¢ Un mélange MeOH/H>0 (80/20) est additionné a une quantité de la poudre végétale.
% Apres agitation, filtration et évaporation a sac, le résidu obtenu est dissout dans 1ml
d’anhydre acétique, puis dans 1ml de chloroforme.
++ Diviser la solution entre deux tubes a essai dont 1’un sert de témoin.
¢ Placer 1ml d’acide sulfurique concentré au fond du tube sans agiter.
+ La formation d’un anneau rouge brunitre ou violet a la zone du contact des deux
liquides révele la présence des triterpénes (réaction de Libermann-bouchard).
11.3.2.9. Test des saponines (indice de mousse)
Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils, tensio-actifs qui
sont principalement distribués dans le regne végétal [17]. Structuralement, les saponines
peuvent étre classées en deux groupes selon la nature de la génine, saponine stéroidique et

saponine triterpénique [18].

26



Chapitre 11 : Partie expérimentale

Une quantité de 5 g de matiére végétale des tiges broyées sont mis dans un Erlen Meyer dans
lequel on ajoute 50 ml d’eau distillée, pour réaliser une décoction pendant 30min. aprés
refroidissement suivi d’une filtration Sml du décocté sont prélevés et introduits dans un tube a
essai soumis a une agitation.

+ L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines[16].
11.3.2.10 Test des coumarines:
Les coumarines sont des dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés connus par
des benzo-a-pyrone [19] et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent
dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de
I'odeur caractéristique du foin [20].

s Ajouter 20 ml d’éther de pétrole a 1g de la poudre végétale a analyser.
s Agiter ’ensemble et laisser macérer pendant 24h.
¢ Filtrer et compléter a 20 ml avec de I’eau distillée.
¢ Evaporer I’extrait éther a I’air libre jusqu'a obtention de 5 ml et reprendre avec de

I’eau distillée chaude (2 ml).
+ Partager la solution en deux tubes a essai dont 1’un sert de témoin.
¢+ Ajouter au contenu de 1’autre tube de I’ammoniaque (NH4OH) & 25%.

s Meélanger et observer la fluorescence sous lumieres UV a 365 nm.

+ L’apparition d’une fluorescence intense dans le tube contenant de I’ammoniaque
indique la présence des coumarines [20].
11.4. Quantification des composés phénoliques
Cette méthode permet de déterminer la quantité des polyphénols et des flavonoides
présents dans un extrait préparé a partir de notre plante.
11.4.1. Dosage des polyphénols totaux :
% Principe :

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif
Folin-Ciocalteu, est basé sur la réduction en milieu basique de la mixture d’acide
phosphotungestique  H3P(W3010)4 et d’acide phosphomolybdique H3PMO1204 de
couleurjaune par les groupements oxydables des composés phénoliques présents dans
I’échantillon .Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe de tungsténe
(Ws0O23) et demolybdene (MogOs) de couleur bleue, possedent une absorption maximale a
I'environ de(750 -760) nm dont I’intensité est proportionnelle au taux des composés

phénoliques présentsdans 1’échantillon[21].
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% Procédure:
Une prise de 200 pl d’extrait (4mg de I’extrait est dissoute dons 4ml de 1'éthanol) est ajoutée
al000 pl de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois (1 ml de la solution Folin-Ciocalteu
concentré est complété a 10ml avec I’eau distillée (9 ml)). Aprés agitation vigoureuse et
incubation 4 min ala température ambiante, 800ul d’une solution de carbonate de sodium
Na,COs3((7.5 %) 7,5 g de NaxCOs et sont dissouts dans 100 ml d’Eau distille) sont
additionnées au milieuréactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température ambiante
I’absorbance est lue a 765 nm par un spectrophotométre UV visible contre un blanc contenant
le solvant dans lequel est solubilisé I’extrait (éthanol). Deux lectures sont faites par
échantillon .les teneurs en composés phénoliques sont calculées a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique de concentration croissante.
Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (uLgEAG/mg) [21].

% Gamme d’étalonnage de ’acide gallique :

La gamme d’étalon est préparée avec de 1’acide gallique a des concentration variables de (0-
3) pg/ml.
200ul de chaque dilution mélange avec 1000ul Folin-Ciocalteu et 800l de Na,COgz (7,5%) est

additionné. Apres 2 h d’incubation 1’absorbance est lue a 765 nm par un spectrophotometre
UV-Visible [20].

La figure 11.10 résume le protocole de dosage des polyphénols totaux :

200ul d’extrait+1000ul de réactif de Folin Cicalteu

!

Incubation 4min

|

800ul de solution de carbonate de sodium

}

Incubation a pendant 2h

!

Mesure d’absorbance a760nm

Figure 11.10: protocole de dosage des polyphénols totaux[21]
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11.4.2. Dosage des flavonoides totaux:

¢ Principe :
La teneur en flavonoides a eté déterminée par la méthode du trichlorure d'aluminium (AICly)
en utilisant la quercétine comme composes de référence, cette méthode est basee sur la
formation d'un complexe flavonoide-aluminium stable de couleur jaunatre qui a un
maximumd’absorptiona420nm [22].

% Procédure:
Une prise de 2000ul de chaque extrait (4mg de I’extrait est dissoute dons 4ml de 1'éthanol) a
¢été mélange avec 100ul de trichlorure d'aluminium (10%) et 100ul d’acétate de sodium (1M)
et 2500l de I’eau distillée. Aprés une heure (1h) d’incubation a température ambiante
L'absorbance a été mesurée a 420nm [22].

% Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine:
La gamme d’étalon est préparée avec la quercétine a des concentrations variables de (0-30)
pg/ml. 2000ul de chaque dilution est a ét¢é mélange avec 100ul de trichlorure d'aluminium
(10%) et 100ul d’acétate de sodium (1 M) et 2500ul de 1’eau distillée. Apres une heure (1h)
d’incubation a température ambiante L'absorbance a ¢été mesurée a 420nm par un
spectrophotométre UV-Visible [22].

La figure 11.11 résume le protocole de dosage des flavonoides totaux :

2000p del’extrait+100pl de trichlorure d'aluminium (AICI;)
+100pl d’acétate de sodium (C,H;NaO,) +2500ul de I’eau distillée

(H20)

Incubation pendant
1h

l

Mesure d’absorbance a 420nm

Figure 11.11: protocole de dosage des polyphénols totaux [22].
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11.5. Evaluation de P’activité antioxydante

I11.5.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

% Principe :
L'activité anti oxydante des trois extraits (méthanol, chloromethanol, chloroforme) a été
évaluée par spectrophotométrie a l'aide du radical libre DPPH. Le DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) est un radical libre stable caractérisé par une couleur violette en solution dans
I’éthanol. Dans ce test, les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazine, de couleur jaunatre. L'intensité de la couleur est proportionnelle a

la capacité des antioxydants présents dans le milieu [23].

VIOLET JAUNE

Figure 11.12: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [24].

% Préparation du DPPH:
Une quantité de 3mg de DPPH est dissout dans 100ml d’éthanol avec agitation pendante
30min a 1’abri de la lumiére. L’absorbance est de (0.5-0.8) mesurée avec un
spectrophotomeétre a 517nm.

% Procédure:
L’activité antioxydante des trois extraits (methnol, chloro methanol, chloroforme) a été
évaluée in vitro en utilisant la méthode du DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl). Tous les
extraits ont été préparés dans I'éthanol avec une concentration de (8 mg/ml). Ensuite, 400l de
I’extrait a différentes concentrations sont été ajoutés a 1600ul de la solution de DPPH (0,03
mg/ml). Aprés 30 min d'incubation dans une chambre noire a température ambiante.
L’ absorbance maximale du DPPH est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV-
Visible, en se référant a un témoin sans extrait (Acide ascorbique) [25]. L’activité

antiradicalaire est estimée en pourcentage d’inhibition grace a la formule suivant:
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1%= [(Abs Blanc—Abs Echantillon) /Abs Blanc]x100

1% : Pourcentage d’inhibition de DPPH®
Abs Blanc : Absorbance du blanc

Abs Echantillon : Absorbance de ’extrait

L’expérience a ¢été répétée deux fois et les résultats ont été exprimés en valeurs des
ICso(Concentration inhibitrice de 50% des radicaux DPPH®). Elle a été calculée a partir du
graphe de pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de I'échantillon
quiprésentel’ICso la plus faible est celui qui présente 1’activité anti-radicalaire la plus
importante. Les résultats obtenus pour 1’extrait testé ont été exprimés par rapport a ceux
obtenus pour I’acide ascorbique pris comme antioxydant de référence.

Le protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits ainsi que celui des

standards est illustré par la (Figure 11. 13):

1600ul de DPPH +400ul de I’extrait

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I'obscurité

l

Lecture a 517nm

Figure I1.13: Protocole de I’évaluation de 1’activité antiradicalaire par la méthode de DPPH
[25].
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11.5.2. Test de détermination du pouvoir réeducteur FRAP

% Principe :
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le
complexe KsFe (CN)s en fer ferreux (Fe?*) a 700nm.Le fer ferrique initialement jaune, se
réduit et devient bleu ouvert en présence d’un atome d’¢lectron. Le changement de la
coloration de jaune a bleu ouvert est proportionnel a I’activité antioxydant [26].
Le pouvoir réducteur du fer des différents extraits a été évalué selon le protocole décrit par
(Elmastats M. 2007) [27]

| D F b
Fa ) +antloxidant Fe n
N ké - = N !\N RS
N ' ' ’
= T
Fe (Il1)-TPTZ Fe (I1)-TPTZ

Figure 11.14:Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridy-s-tri-azine ferrique Fe(I11)-TPTZ et un antioxydant [28].

« Procédure:

=>» Préparation de la solution tampon :
Elle est préparée a partir des deux solutions ci-dessous :
e 4,54gNa,HPO,dans 500ml d’eau distillée ............ S1
e 4,24gde Na,HPO,dans 500ml d’eau distillée........ S2
Prend 125,5ml de la solution (1) avec74,5ml de la solution (2) puis ajuster le pH jusque a 6,6.
=>» Préparation des solutions méres :
e Solution KsFe (CN)s (1%):1 g de KaFe(CN)sdans100 ml d’eau distillée sous agitation.
e Solution de FeCl3(0,1%):0,1 gdeFeClsdans 100ml d’eau distillée sous agitation.
e Solution de trichloracétique (10%) :10g de TCA dans 100 ml d’eau distillé sous agitation
.Une solution mére de chaque extrait a été préparé avec une concentration de (8mg/ml) a
partie de laquelle on a préparé une série de la solution fille de concentration (8 4, 2, 1,
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0,5,0,25 mg/ml préparé dans I’éthanol), a I’aide d’une micropipette on prendre un volume
de200 pl de I’extrait de chaque solution et on mettre dans des tubes a essai, suivi de 1’addition
de 500ul dune solution tampon phosphate (0,2 M ,ph 6,6) et 500ul d'une solution de
ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie & 50°C
pendant 20 min et ensuite laissé refroidir, 500ul d'acide trichloracétique a 10% sont ajoutés
pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min. Un aliquote
(2500 pl) de surnageant est combinée avec 500ul d'eau distillée et 100 pl d'une solution
aqueuse de FeCls(Chlorureferrique) a0,1%.

La lecture de l'absorbance du milieu reéactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant l'extrait par 1’éthanol qui permet de calibrer l'appareil
(spectrophotomeétre UV) et contre un courbe étalon de contréle positif de hydroxy toluene
butyle BHT (1 mg/l dans 1’éthanol). La concentration des composés réducteurs (antioxydants)
dans I’extrait est exprimée par CES50 ont été obtenus par interpolation dans les courbes
d’absorption dans le domaine linéaire de la valeur absorbance = 0.5, la capacité de réduction
augmente avec la diminution de cette valeur. Les résultats sont présentés en mg/ml.

Le protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des différents extraits ainsi que celui des

standards est illustré par la Figure 11.15.
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200pl de I'extrait+ 500ul de TP (0.2 M ; PH=6.6)+500pl de[KsFe(CN)e]

l

Incubation pendant 20min a 50C° al’abri de la lumiére

l

500ul deTCA a10%

}

Centrifugation a 3000tr/min pendant 10min

l

2500 pl de surnagent+ 500 pl d’eau distillée+100 ul de FeCl3

l

Lecturea700nm

Figure 11.15: Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur fer [27].

11.5.3. Test de blanchissement du p-carotene:

¢ Principe :

Cette technique de spectrophotométrie dans 1’ultraviolet a initialement été développée par
Marco [28], puis légérement modifiée par Miller [30]. Elle consiste a mesurer, a 470 nm, la
décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par les produits de décomposition de
I’acide linoléique. La dispersion de I’acide linoléique et du B-caroténe dans la phase aqueuse
est assurée par du Tween. L’oxydation de 1’acide linoléique est catalysée par la chaleur
(50°C) de maniere non spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extrait
vegétal induit un retard de la cinétique de décoloration du B-caroténe. Cette methode est
sensible, rapide et simple s’agissant d’une mesure spectrophotométrique dans le visible [31].

La capacité antioxydante de nos échantillons a été évaluée selon la méthode décrite par

(Koleva, l.et al) [32].
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LOO'+ AH —— A"+ LOOH

Figure I1.16: Mécanismes de 1’action antioxydante retardeur briseur de chaine. [31].

% Procéedure:

Une quantité de 2 mg de B-caroténe a été solubilisée dans 10 ml de chloroforme (CHCIs), la
solution a été transférée dans un ballon contenant préalablement 200ul d’acide linoléique
et200 mg de tween 40. Apres évaporation totale du chloroforme, 100 ml d’eau distillée ont été
additionnées au résidu et ’ensemble a été mélangé vigoureusement jusqu’a obtention d’une
émulsion.

Un volume de 4800ul de cette émulsion a été ajouté dans des tubes contenant chacun 200ul de
chaque extrait (a une concentration finale de 8mg/ml préparé dans 1’Ethanol). Aprés agitation
les tubes sont placés dans un bain marie a50 C° pendant 2h ,I’absorbance a été mesurée
immédiatement contre un blanc (émulsion sans extrait) a 470 nm, correspondant au t=0. Les
tubes ont été par la suite placés dans un bain marie a 50°C pendant 2h. Aprés incubation ces
derniers sont été de nouveau mesurés a la méme longueur d’onde (t=120 min).

La méme procédure a été répétée avec le hydroxy anisole butyle (BHA) (1 mg/ml) comme un
contrdle positif et avec 1’éthanol comme des contrdles négatifs. Les absorbances sont été lues
a 470 nm, aprés [30,60,90,120] min d’incubation a température ambiante [32].

L'activité antioxydante des extraits et du BHA a été calculée par rapport au contrdle négatif en

utilisant I'équation suivante [33].

Abs échantillon t=0 Abséchantillon t=120

AA% = |1 — X 100

Abs contrbolet=0 — Abscontrc‘)le t=120

ADS ¢chantillon t=0 : Représente 1’absorbance en présence de I’extrait (antioxydants) a Omin.
ADS ¢chantillon t=120 : Représente 1’absorbance de I'extrait a 120min.
ADS controlet=0 - Représente I’absorbance du contrdle a 0 min.

ADS controle t=120 : Représente 1’absorbance du contréle a 120 min.

Le protocole d’évaluation du blanchiment du f-caroténe est illustré par la (Figure 11.17)
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2 mg du B-caroténe solubilisé dans 10 ml de chloroforme
+200 pl d’acide linoléique+200 mg de tween40

'

Evaporationn

}

100 ml d’eau distillée + agitation

|

L’émulsion

I

4800 pl de I’émulsion + 200 pl de I'extrait

}

Incubation dans bain marie pendant 2h

}

Lecture a 470nm [0,30,60,90,120]min

Figurell.17 : Protocole du blanchissement du p-caroténe[32].

11.7. Evaluation de P’activité antibactérienne

I’activité antibactérienne des trois (03) extraits

Hospitalier Public, Ferroudja a Blida.

11.7.1. Stérilisation du matériel :

I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes [34].

36

Chloroforme,

Chlorométhanol et Méthanol des parties aériennes de 1’espéce Ononis a été testé, in vitro, par
la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé. Dans cette étude, nous avons utilisés
quatre bactéries:Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
6538),Escherichia coli (ATCCB8039) et Basileuscereus (ATCC10876). Cette étude de

I’activité antibactérienne est réalisée au laboratoire d'hygiéne au niveau de 1’Etablissement

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions

bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diametre) ont été stérilisés
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11.7.2. Préparation des dilutions d’extraits

Les solutionsont été préparées par solubilisation de 50 mg de I'extrait méhtanol et 25 mg des
extraits chloroforme et chlorométhanolde la plante dans 1 ml de DMSO.les solution obtenue
et appelée « solution mere [35].

11.7.3. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gelose nutritive Mueller Hinton et
incubées a 37°C pendant 24 heures, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide d’une
anse de platine quelque colonies bien isolées et identiques de chacune des souches
bactériennes a tester. Décharger I’anse dans 10ml d’eau distillée stérile, la suspension
bactérienne est bien homogénéisée. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture
s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort [36].

11.7.4. Ensemencement et dép6t des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L’écouvillon est frotté sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derni¢re fois sur toute la surface
gélosée. L ¢écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la
surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin
positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des
extraits testés. Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C.
L’activité antimicrobienne des extraits a ¢té¢ estimée en termes de diameétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de trois germes
pathogénes d'origine hospitaliére [37].

11.8. Conclusion

Nos travaux de screening, de dosages et de I'évaluation des propriétés antioxydantes et
antibactériénnes , nous ont permis une identification qualitative et quantitative des differents
extraits de notre plante Les résultats relatifs a cette partie de nos investigations seront détaillés

dans le chapitre 11, rassemblant résultats et discussion
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1. Introduction

Ce chapitre comporte deux parties, une premiére renferme le screening phytochimique et le
dosage des polyphénols et flavonoides totaux présents dans les extraits des parties aériennes
de Ononis, deuxi¢me renferme 1’évaluation des activités antiradicalaire et antibactérienne de
ces extraits.

111.2. Etude phytochimique
111.2.1. Rendement de I’extraction

Le rendement de I’extraction des trais extrait (methanol, chloromethanol, chloroforme),
I’aspect et le solvant de solubilité des différentes modes d’extraction ont été présentés dans le
tableau suivant :

Tableau III.1: Rendement de I’extraction des extraits de 1’espéce du genre Ononis

Matiere Extrait Aspect Couleur Masse | Rendement (%0)
végétale
Méthanolique Solide Marron 2,26 g 1,22 %
1859 | Chlorométhanolique | Visqueuse | Vertfoncé | 8¢ 4,32 %
Chloroformique Visqueuse @ Vertfoncé 3,560 1,92%

Les extractions successives par des solvants de polarité croissante permettent de séparer les
composés de la matiere végétale selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction.

Les rendements des extractions varient de 1.22 % a 4.32 %.

RENDEMENT DE L'EXTRACTION

Méthanol

Chlorométhanolique

Figure 111.1: Histogrammes schématiques des résultats obtenus pour 1’extraction des 185 g
seche de la plante étudiée.
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Les rendements sont présentés par ordre d’extraction :

L’extrait chloromethanolique présente le rendement le plus élevé, suivi successivement des
extraits chloroformique et ensuite des extraits méthanolique.

D’une manicre générale, les rendements des extraits secs varient en fonction des parametres
de I’extraction : la température, le solvant d’extraction, la taille des particules et le coefficient
de diffusion du solvant [1].

Ces extraits servent par la suite a évaluer les activités antioxydantes et antimicrobiennes.
111.2.2 Screening phytochimique

Le screening phytochimique est basé essentiellement sur des réactions de précipitation et des
réactions de coloration spécifiques aux différents métabolites secondaires.

Le tableau I11.2 rassemble les résultats globaux du screening chimique de I’espéce du genre
Ononis.

Tableau I11.2.: Résultats de screening phytochimique

Composes recherché Presence/absence Coloration Résultats

Flavon 3,4 diols (+++) Rouge Pourpre

Flavonols et

(++4) Rouge Pourpre
Flavonones
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FeCls (+++) Bleu noir
Tannins

Pas de
Gélatine () changement de

couleur

Quinones (++) Jaune

) Pas de
changement de

Anthraquinones couleur
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Coumarines

Mayer

Alcaloides

Dragendroff

Saponines

(+++)

(+++)

(+++)
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Pas de
changement de
couleur

Blanc jaunatre

Orange

Pas de
changement de
couleur
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Triterpénes (++4) Rouge
Pas de
Terpéne ) changement de

couleur

0

[«B]

c

D

o

1S

(¢B]

I_

—

[¢B]

2]

(@]

|-

P

n Pas de

Stérols () changement de

couleur

(-) Résultats négatif, (+) Résultat faiblement positif, (++) Résultat positif, (+++) Résultat
fortement positif.

Les résultats de screening phytochimique enregistré dans le tableau 111.2 indique la présence
des flavonoides, des tanins galliques, des quinones, des alcaloides, des triterpénes, des
saponines et I’absence totale des anthraquinones, des tannins catéchique des coumarines, des
terpénes et des stérols.
Les résultats obtenus montrent une richesse diversifiée en groupes chimiques actifs
notamment les flavonoides, mais ceci reste un résultat trés préliminaire et nécessite d’autres

travaux afin d’isoler et d’identifier des molécules bioactives.
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111.2.3 Résultats de I’étude quantitative :

111.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols des trois extraits (MeOH , CHCls/ MeOH, CHCIs) est calculée a
partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (
ayant L’équation : Y = 0.011x - 0,001 / R? = 0,999) et est exprimée en microgramme
d’équivalent de I’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait sec ) .

Les absorbances de courbe d’étalonnage en fonction de leur concentration sont rapportés surla

figure ci-dessous Figure 111.2

1

0,9 1 =y, ’
— 08 R2 = 0,9997 _*

S 0,7

o
~ 0,6

§ 0,5 /
S04

0,2

0,1 /

0 20 40 60 80
Concentration (pg/ml)

roa

Abso
o
w

Figure I11.2 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

Figure 111.3: Dosage des polyphénols totaux
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Le tableau ci-dessous montre les résultats de la teneur en polyphénols des extraits ont été

exprimées en pg d'équivalent d'acide gallique par mg d'extrait (ug EAG/mg d’extrait sec)

Tableau I11.3 : Taux des polyphénols dans les extraits de notre plante

Extrait CHCI3 CHCI3/MeOH MeOH

Teneur polyphénols
en ug EAG /mg PS 64.95+1.73 51.86 + 3.92 67 +1.15

AG : acide gallique, EAG : équivalent d’acide gallique, PS : poids sec de I’extrait.
Les valeurs sont les moyennes de trois répétitions plus ou moins 1’écart-type.

D’apreés les résultats présentés dans le tableau (Tableau 111.3) le test a indiqué la présence des
polyphénols dans tous les extraits. Nous remarquons que 1’extrait Méthanol présente la teneur
la plus ¢€levée dont la valeur est de 67+1,15 ng EAG/mg PS, suivi par I'extrait chloroforme de
I’ordre de  64.95+ 1.73 uyg EAG/mg PS, puis 1’extrait chloromethanol avec une teneur de
51.86 = 3.92 ug EAG/mg PS.

Ce résultat, est en accord avec beaucoup d’autres études, qui montrent que la plus grande
proportion des composés phénoliques se trouve dans les extraits polaires.

Les résultats sont résumés dans la figure suivante (Figure 111.4) :

c O

o 3

2 80 .
S

D = i
= -|>-<a 60
% @

5 o) 40 -
oD

% g 20 -
| . 2 0
§ 1] MeOH CHCI3/MeOH CHCl,
v O

= =

Figure I11.4 : Les histogrammes de la quantité en (ug EAG/mg) des polyphénols dans les trois
extraits.
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111.2.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICIz)
qui revele les flavonoides en jaune [2], La quercétine a été utilisé comme étalon.
L’absorbance a ¢été lue dans une longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont
représentés dans une courbe d’étalonnage (Figure I11.5), ayant L’équation : Y = 0,027x +
0,009 / R2=0,999

Les analyses quantitatives des flavonoides, est déterminé a partir de I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en pg équivalent quercitine.

Les valeurs moyennes de la concentration en flavonoides de la partie aérienne séche de la
plante sont représentées dans le tableau 111.4 calculées a partir des valeurs des absorbances a

une longueur d’onde de 430 nm.

0,9
08 y-=0,0276x + 0,0092 A
0 7 R2 = 0,9995

0,6
0,5

0,4 =

0,3

0,2 /

01 P

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentration (ug/ml)

Absorbance 420nm

Figure I11.5: Courbe d'étalonnage de la quercétine

\ N ——

Figure 111.6 : Dosage des flavonoides totaux
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Le tableau I11.4 ci-dessous montre les résultats de la Teneur en flavonoides des extraits :

Tableau I11.4: Taux des flavonoides dans les différents extraits.

Extrait CHCls CHCls/MeOH MeOH

Teneur flavonoides
ng EQ/mg PS 26.55 +2.35 13.27 +£0.13 15.01 + 0.07

Q : quercétine, EQ : équivalent de quercétine, PS : Poids Sec de I’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD
Les résultats de la quantification des flavonoides indiquent que (Tableau 111.4), tous les
extraits montrent la présence de flavonoides avec des teneurs varient entre 26.55 +2.35 et
13.27 £ 0.13 (ug EQ/mg PS) le taux le plus élevé a été détecté dans ’extrait chloroformique
(CHCIz) ce qui indique la richesse des flavonoides avec une teneur de 26.55 +2.3513 pg
EQ/mg PS, puis I’extrait méthanol avec une teneur de I’ordre de 15,01 + 0,0713 pg EQ/mg
PS. Tandis que I’extrait Chlrométhanolique a enregistré une teneur de 13.27 + 0.13 ug EQ/mg
PS.
D’aprés ces résultats, le chloroforme est le meilleur solvant d’extraction qui a permis
d’obtenir la teneur la plus élevée en flavonoides par apport aux extraits méthanolique et
chlorométhanolique.
Les résultats du dosage des flavonoides sont représentés sous forme d’histogramme comme le

montre la figure ont résumés dans la figure suivante 111.7 :

w
o
|

N
(9]
]

N
o
L

EQ/mg extrait sec)
e &

teneur en falvnoide (ng
(9]

o

MeOH CHCI,/MeOH  CHCI,

Figure I11.7 : Les histogrammes de la quantité en (ug EQ/mg PS) des Flavonoides dans les
trois extraits
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Les variations observées dans les taux de composés phénoliques et flavonoides, dans les
différents extraits, pourraient étre associées a la quantité de composés présents dans les
extraits bruts. De nombreux facteurs pourraient affecter la quantité de contenus phénoliques et
flavonoides, y compris la période et la zone de récolte du matériel végétal, la procédure
d'extraction et I'efficacité des solvants d'extraction. Selon Adaramola., et al [3] l'utilisation de
solvants moyennement polaires pour extraire les composés phénoliques et les antioxydants est
préférable a celle des solvants polaires et apolaires, en accord avec les résultats de notre étude
[3].

Plusieurs études menées sur les teneurs totales en polyphénols et flavonoides des espéces du
genre Ononis ont montré des variations a leur niveau. En fait, les plantes Ononis natrix et O.
spinosa ont montré de faibles teneurs en polyphénols et flavonoides par rapport a nos résultats
[4]. En revanche, les espéces O. angustissima, [5] O. sessilifolia, O. basiadnata et O.
macrosperma [6] ont présenté une teneur en polyphénols élevée par rapport aux nétres. De
plus, certaines recherches ont mis en évidence des teneurs en polyphénols différentes dans
plusieurs espéces du genre Ononis, telles que O. spinosa [7] O. pubescens, O.
ornithopodioides [8] et O. natrix [9] .

Les composés phénoliques sont des antioxydants naturels qui possédent des propriétés redox.
Ils sont tres réactifs et ont la capacité de neutraliser les radicaux libres par des réactions de
piégeage et/ou de chélation [10]. La quantification des composés phénoliques dans les extraits

bruts pourrait prédire le pouvoir de l'activité antioxydante.

111.3. Activités biologiques in vitro

111.3.1. Activité antioxydante

Trois méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante in vitro des extraits
chloroformique (CHCIs), chlorométhanolique et méthanolique (MeOH) de Ononis.
111.3.1.1. Evaluation de pouvoir antiradicalaire par le DPPH :

Les activités antiradicalaires des extraits de Ononis et du témoin positif I'acide ascorbique ont
été déterminées par la méthode au DPPH. On remarque un changement de couleur du violet
au jaune pour les trois extraits en augmentant leur concentration, cela veut dire que le DPPH
(2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) est réduit en présence d’une substance réductrice qui existe

dans les extraits.
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,;.—-ﬂ-—‘f -\I"w w 1‘\’3’_%

Figure 111.8: Activité anti radicalaire (DPPH).

Les résultats obtenus, a une longueur d’onde de 517 nm par spectrophotometre, ont permis de
tracer les graphes de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
pour les différents extraits de I’espéce Ononis (Figure 111.9) Ces courbes montrent que tous
les extraits ainsi que le standard (acide ascorbique) (Figure 111.10) réduisent de maniére dose
dépendante le radical DPPH, C’est-a-dire, le pourcentage de réduction augmente avec
I’augmentation de la concentration des extraits jusqu’a un seuil ou le pourcentage d’inhibition
se stabilise avec 1’¢lévation de la concentration.

Ces résultats ont permis également de déterminer la valeur de I’'ICso (la valeur qui correspond
a 50% d’inhibition) afin de pouvoir évaluer 1’activité des extraits vis-a-vis du standard.
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Figure II1.9: Courbes représentants le % d’inhibition du DPPH par différents extraits
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Figure 111.10: Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par standard testé (Acide
ascorbique) En fonction de la concentration

Les valeurs d’ICso de chaque extrait sont représentées dans le tableau Suivant

Tableau I11.5: valeur des IC50 des extraits

Extrait CHCIs CHCl3/MeOH MeOH Vit (¢)

I1Cs0 (mg/ml) 6.90 + 0.47 4.54 +0.05 2.04 +0.082 0.020 + 0.01

Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD .

D’aprés les résultats des valeurs de ICso mentionnées dans le (Tableau 111.5), l'extrait
Méthanolique a montré un pouvoir antioxydant puissant leur 1Cso est 2.04 + 0.082 mg/ml
comparativement a la ICso de la solution standard de 1’acide ascorbique qui est de 0.020 +
0.0lmg/ml. Puis I’extrait chlromethanolique qui présenté une activité antioxydant moyenne
avec une ICso 4.54 + 0.05 mg/ml mais relativement faible que celle de I'acide ascorbique.
L’extrait chloroformique a montré un pourcentage d’inhibition le plus faible avec 1Cs50=6.90 *
0.47 mg/ml.

Ce résultat est en bon accord avec les données du dosage des polyphénols totaux qui montrent
Une richesse remarquable de I’extrait méthanolique. Comparativement aux autres extraits.

Les résultats d’ICso de tous les extraits et de I'acide ascorbique sont résumés dans la figure
suivante :
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IC50 (mg/ml)
O B, N W b~ U1 O

MeOH CHCI3/MeOH CHCI3 Acide. A

Figure 111.11 : Les valeurs d'inhibition (IC50) des extraits et des standards

111.3.1.2. Test de la réduction du fer FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant

Power)

Le test de puissance réducteur est souvent utilisé pour évaluer la capacité d’un antioxydant a
donner un électron ou d’hydrogéne, qui se traduit par une coloration verte tel que montre la

figure 111.12:

Figure 111.12: Pouvoir réducteur frape des extrais de Ononis

La figure (I11.13) montre les activités de puissance réductrices (comme indiqué par
I’absorbance a 700 nm) des différents extraits par rapport & la BHT.

Plus I’absorbance de 1'échantillon est élevée, plus la puissance réductrice est supérieure
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Figure II1.13: Courbe d’absorbance de test FRAP en fonction de la concentration
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Figure I11.14: Courbe d’absorbance de BHT en fonction de la concentration

Le pouvoir réducteur des extraits a été également exprimé par la détermination de leur
concentration efficace (CEso) qui correspond a une absorbance égale a 0,5 (Tableau 111.6). 1l
est a noter que I’efficacité de réduction de fer est inversement proportionnelle a la valeur

CE-so.
Tableau I11.6: Les valeurs de EC50 des extraits

Extrait CHCIs CHCIs/MeOH MeOH BHT
CE50 3.51 4.40 3.53 0.19
(mg/ml)

Les résultats obtenus avec ce test ne vont pas dans le méme sens que ceux enregistrés par la

méthode de piégeage du radical DPPH.
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L’extrait chloroformique posseéde un pouvoir antioxydant plus important que celui des autres
extraits de I'espéce Ononis;

Au niveau des extraits de notre plante, la plus faible CEso est obtenue par I’extrait
chloroforme (3.51 mg/ml) suivie par le méthanol (3.53 mg/ml) et le chloromethanol (4.40
mg/ml). Malgré le pouvoir réducteur important qu’affichait les différents extraits, leurs CEso
restent inferieure a celles enregistrées par I’antioxydant de référence BHT (0.19 mg/ml). La
forte activité de 1’extrait chloroformique est interprété que cet extrait présente un pouvoir
réducteur important renfermant aussi des molécules ayant un potentiel réducteur fort. D’apres
(Newman, L. A 1998) [11]. Le chloroforme peut extraire des composés flavonoides aglycones
méthoxyles et peu hydroxylées, probablement que notre extrait contient de ces composés des
flavonoides et comme I’indique le dosage des flavonoides que la quantité la plus élevee des
flavonoides enregistrés dans 1’extrait chloroformique. On peut déduire alors de ce test que les
polyphénols notamment les flavonoides jouent un rdle trés important dans 1’activité
antioxydant.

Les résultats du pouvoir réducteur de tous les extraits et du standard sont résumés dans la

figure suivante (Figure 111.15) :

w

EC50
N

MeOH CHCI,/MeOH CHCl, BHT

Figure I11.15 : Les histogrammes des concentration efficace (EC50) des extraits et de standard
BHT

111.3.1.3. Test de blanchissement du f-carotene

Dans cette analyse, la capacité antioxydante est déterminée par la mesure de ’inhibition des
extrait la formation des hydro peroxydes conjugués diéne résultant de 1’oxydation de 1’acide
linoléique, qui attaquent simultanément le B-caroténe et ayant comme résultat le blanchiment
du B-carotene et la disparition de sa couleur jaune [12].

La cinétique de blanchiment du -caroténe en présence et en absence des extraits de notre
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plante, de 1’antioxydant standard BHA et les pourcentages de 1'activité antioxydante (AA %)
sont représentes dans la Figure (111.16)
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Figure I11.16: Courbe d'absorbance de 3-carotene en fonction du temps en présence des
extraits et de référence

Figure II1.17: Activités de blanchiment de 3-carotene

Les résultats de blanchiment de B-caroténe par déférents extrait présenter dans le tableau ci-
dessus :

Tableau II1.7 : Activité de blanchissement du B-caroténe des extraits et de standard

Extrait CHCI3 CHCI3/MeOH MeOH BHA

AA% | (23.010.08) @ (2352+0.08) (24.52 % 0.09) (91,19 +0.00)

Les résultats de blanchiment du B-caroténe (Tableau 111.7) ont indiqué que I’activité la plus

¢levée de nos extraits a une concentration de 8 mg/ml a été enregistrée par 1’extrait méthanol

avec AA% (24.52 £ 0.09 %), AA% (91,19 +0.00 %) suivi par I’extrait chlorométhanol avec
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AA% (23.52 +£ 0.08 %). L’activité la plus faible a été enregistré par I’extrait chloroformique
avec AA% (23.01 £0.08 %).

D’apres les résultats obtenus, il est clair que le BHA et les différents extraits testés de notre
plante inhibent I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du B caroténe par rapport au
controle négatif qui représente 100% de la peroxydation.

Donc D’activité antioxydante des extraits polaires pourrait s’expliquer par leur richesse en
substances polyphénoliques [12].

Les résultats d’activités de blanchiment de tous les extraits et du standard sont résumes dans

la figure suivante (Figure 111.18) :
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Figure 111.18 : Histogramme représentatif d'activité antioxydante % des extraits et de BHA
pour le test de blanchisement de B-caroténe

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leurs activités antioxydantes
du fait de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres [13-
15]. De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur capacités antioxydantes, I’activité de ces molécules a piéger les radicaux
libres dépend essentiellement de leurs structures ; les flavonoides les plus actifs sont ceux qui
renferment des groupements 3°,4’- dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le
cycle C [16-17]

I11.4. L"Activité antimicrobienne

Aprés incubation de 24 heures a 37°C, les boites pétries ont été récupérees afin de mesurer les
diamétres des zones d’inhibition des extraits (Chloroforme, Chlorométhanol et le Méthanol)
sur les quatre souches bactériennes testées. Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau
11.8.
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Tableau I11.8: Résultats de I’antibiogramme des extraits de Ononis

Diamétre des zones d’inhibition (mm), concentrations des extraits
et de référence et sensibilité des souches bactériennes

C E. coli P. aeruginosa B. cerous S. Aureus
Extrait mg/ml | D S D S D S D S
Methanolique 50 9 + |9 + 11.5 + 16 +
Chloro 25 14 + 6 - 16 + o -
methanolique
Chloroformique 25 25 + 10 + 29.5 + 0 -
Gentamycine 40 47 ++ 30 ++ 38.5 ++ 30 | ++
DMSO 0 0 0 0

DMSO : Contr6le négatif ; C : concentration ; D : diamétre de la zone d’inhibition ; S :
Sensibilité ; - : Résistante ; + : Sensible ; ; ++ : Trés Sensible.

Le diamétre de la zone d’inhibition exprimé en millimétre [18], est mesuré a 1’aide d’une
régle ou d’un pied a coulisse pour les différentes concentrations des trois extraits autour des
disques. On définit la sensibilité d’un germe comme étant nulle pour un diameétre inférieur ou
égal a 8 mm, la sensibilité est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm. Elle est
moyenne pour un diamétre entre 14 et 20mm. Pour un diamétre supérieur ou égal a 20 le
germe est tres sensible [18].
Les résultats de I’activités antibactérienne (tableau 111.8) montrent que les réponses sont tres
variables en fonction de la souche testée, du type d’extrait et de la concentration utilisée.
L’extrait Chloroforme montre une bonne activité antibactérienne contre Bacillus cerous et
Escherichia coli avec des diamétres d’inhibition de 29.5 mm et 25,10 mm respectivement, et
une activité antibactérienne modérée contre Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre de 10
mm, Concernant la souche Staphylococcus aureus aucune zone d’inhibition n’at été constaté
autour de disque.
L’extrait chlorométhanolique ayant une bonne activité antibactérienne conte Bacillus cerous
et Escherichia coli avec un diamétre d’inhibition de 16 et 14 mm respectivement, et une faible
activité contre Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre d’inhibition de 6 mm.
Concernant la souche Staphylococcus aureus aucune zone d’inhibition n’a été constaté autour
de disque.
L’extrait méthanolique a montré une meilleure activité antibactérienne contre Staphylococcus
aureus et Bacillus cerous avec des diamétres d’inhibition de 16 mm et 11.5 mm,
respectivement. Le méme extrait montre une réponse moyenne contre Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa avec des mémes diamétres d’inhibition de 9 mm.
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En ce qui concerne 1’antibiotique qui a fait I’objet de notre étude (La gentamycine), il a donné
des résultats satisfaisants sur la majorité des souches étudiées et particulierement sur la
souche Escherichia coli, et Bacillus cerous avec des zones d’inhibition de 48 et 38.5 mm

respectivement.

Figure I11.21 : activité de Staphylococcus Aureus Figure I11.22 : activité de Bacillus cerous

Des résultats mentionnés dans les tableaux précédents, on peut tirer les points suivants :

v’ Les résultats de ’activité antibactérienne qui a été réalisée sur les différents extraits
ont montrés que les souches, Bacillus cerous, E. Coli, P. aeruginosa, sont sensibles a
une concentration de 25 mg/ml par contre la souche Staphylococcus Aureus semble
trés résistante (absence des zones d’inhibition autour des disques) aux extrait

chloroformique et chlorométhanolique.
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v Les souches Bacillus cerous, E. Coli, sont sensibles tandis que les souche P.
aeruginosa et S. aureus sont résistant a I'extrait chlorométhanolique a une
concentration de 25 mg/ml.

v Les souches Staphylococcus Aureus, Bacillus cerous, sont sensibles par contre les
souche P. aeruginosa, E. Coli, sont résistantes au extrait méthanolique. a une
concentration de 50 mg/ml.

La resistance importante de la souches P. aeruginosa a Gram (-) a [I'extrait
chloromethanolique pourrait probablement interpréter d’apres (Ben Abdallah 2019) [19] que
leur membrane extérieure qui entourent la paroi de la cellule qui limitent la diffusion des
composés par les lipopolysaccharides de couverture. Par contre, pour les bactéries Gram (+),
I'absence de cette barriere permet le contact direct des constituants des composés phénoliques
avec les phospholipides bicouches de la membrane cellulaire, ce qui provoque une
augmentation de la perméabilité aux ions et le passage des composés et les substances
hydrosolubles exercent un effet plus faible comparé a celui des substances non hydrosolubles.
Cela réfere probablement a la capacité des molécules liposolubles comme les diterpéenes
phénoliques de s’intercaler dans les membranes des cellules bactériennes et les endommager.

111.5. Conclusion

Les résultats de dosage des composés phénoliques totaux ne peuvent pas indiquer exactement
les teneurs des extraits en ces composeés, parce que malgré la sensibilité de la méthode de
Folin- Ciocalteu, ce réactif peut réagir encore avec les acides aminés aromatiques des
protéines (surtout avec le tryptophane), les glucides réducteurs comme le glucose et le
fructose et la vitamine C (problemes d'interférences).

La teneur des molécules bioactives varie selon certains parametres pendant la croissance de la
plante telles que : la salinité, sécheresse et exposition solaire qui agissent sur la biosynthese
des métabolites secondaires [20]. Selon Wojdylo et al. [21] la teneur en composés
phénoliques variées également en fonction de la méthode d'extraction. Les résultats obtenus
montrent une assez bonne corrélation entre [’activité antiradicalaire et le taux des
polyphénols. Des études antérieures ont montrés que les espéces du genre Ononis sont des
sources importantes de composés phénoliques avec une activité antioxydante pertinente [22].
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Conclusion générale et Prescriptives :

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques.

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique et biologique d’une espéce du genre Ononis
appartient a la famille des Fabacées. Endémiques a 1’Algérie et n’ayant jamais fait objet
d'étude auparavant.

Le screening phytochimique réalisé sur les déferents extrait a montré la présence des
flavonoides, des tanins galliques, des quinones, des alcaloides, des triterpenes, des saponines
et I’absence totale des anthraquinones, des tannins catéchique des coumarines, des terpenes et
des stérols.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides dans les trois extraits, indiqué que
I’extrait methanol et chloroforme de la plante étudiée sont les plus riches en composés
phénoliques, alors que Les teneurs en flavonoides, 1’extrait chloroformique révélé la teneur
plus ¢élevée par rapport 1’extrait méthanolique et chloroformique.

L’activité antioxydante des différents extraits a ¢été évaluée par trois méthode : le test de
réduction du radical libre DPPH, blanchissement du -caroténe et la méthode de frape. Pour le
premier test les résultats ont montré que pour le test de réduction du radical libre DPPH,
I'activité antiradicalaire est élevée dans I’extrait le plus polaire, par contre elle est faible pour
les deux autres extraits, 1’oxydation du B-carotene est efficacement inhibée par les extraits
testés. En effet, la capacité antioxydante la plus élevée a été observée dans les extraits les plus
polaires, par contre I’activité des extraits chloroforme et chlorométhanolique sont trés proche.
Concernant la technique de réduction du fer (FRAP), les résultats montrent que tous les
extraits ont une capacité a réduire le fer qui augmente en fonction de la concentration dont on
remarque que l’extrait chloroformique a une activité plus élevée par rapport a 1’extrait
methanolique et chlorométhanolique.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la méthode
De diffusion disque, les résultats indiquent que les trois extraits possédent une activité
Antimicrobienne sur toutes les souches testées sauf la souche P. aeruginosa qui manifeste une
résistance pour I’extrait chloromethanolique, la souche Staphylococcus Aureus aucune activité
enregistrée pour 1’extrait chloroformique et chlorométhanolique.

L’ensemble de ces résultats obtenus in Vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la

recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est



souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante et

antimicrobienne des extraits de cette plante.

Prescriptives :

Plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans la continuité des travaux entamés.

» Des études plus approfondies sur la plante pour voir sa toxicité, effets indésirables,
etc....

» Des tests biologiques supplémentaires seront nécessaires pour vérifier les activités
nouvelles et bénéfique de cette plante.

» Faire des études précliniques in vivo afin de prouver les résultats obtenus in vitro.

» Purification, caractérisation structurelle et détermination de 1’effet bioactif des

composeés isolés, car nous traitonnes un extrait et pas un compose pur.



