REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

Ministére de I’enseignement supérieur

. et de larecherche scientifique
UNIVERSITE SAAD DAHLEB DE BLIDA

Faculté des Sciences de I'ingénieur

MEMOIRE DE MASTER

Département de chimie

Spécialité : Chimie des produits naturelles

ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET DE L’EVALUATION DE L'ACTIVITE
ANTIOXYDANTE SUR DEUX EXTRAITS DE L’ESPECE Genista.aspalathoides
Lamk et Genista. quadriflora Munby.

Mémoire présenté par

BELAIDI Feriel, BAYOUD Radia

Soutenu septembre 2021, devant le jury composé de :

M"ZAHI Mohamed Reda MCB Président Université Blida 1
M" ABDALLAH EL HADJ Abdallah MCA Examinateur Université Blida 1
M™ BOUKAABACHE Rabia MCB Promotrice Université Blida 1

Blida 2020-2021



N

}.{‘

,-'/

Nous remercions tout d’abord Allah IE tout puiséant ]

de nous avoir illuminé et ouvert les portes du savoir

et de nous avoir donné la volonté et le courage pour
accomplir ce travail.

1l nous est particulierement agréable d’exprimer notre

gratitude et nos remerciements a tous ceux qui, par leur

enseignement, leur soutien et leurs conseils, ils nous ont
aidés a la réalisation de ce modeste travail.

Nous tenons particuliérement & remercier notre promotrice |
M™ BOUKAABACHE RABIA. Recevez ici nos sincéres |
remerciements pour la confiance et les conseils que vous
nous avez accordés. Merci également pour votre
encadrement, votre disponibilité et votre gentillesse.

On remercie aussi M'"MEZRAG Abderrahmane pour tous
les conseils et les efforts qu’il a fournis avec nous tout
au long de cette période.

On remercie aussi le président du jury (M" ZAHI Mohamed
Reda) d'avoir accepté de présider notre jury

Et I’examinateur (M ABDALLAH EL HADJ Abdallah)
us nous faites un grand honneur en acceptant d’évaluer
et de juger ce travail.

Nous remercions aussi tous les enseignants qui nous ont
accompagnés durant notre cursus

Nous remercions tous ceux qui nous ont aidés de pres
ou de loin a réaliser ce travail.

Un grand merci a nos amies et camarades pour
les moments agréables.



Dédicaces

A 'aide de dieu « ALLAH » tout puissant qui m’a tracé le
Vie, j’ai pu réaliser ce travail.

Que je dédiece modeste travail : & ma famille specialement aux per

sonne
plus chéres au monde. A

7A g
Mon pere Redhouane et ma mere Amina, qui sont la lumiere d& mes yeux,
l’ombre ‘:{}

De mes pas et le bonheur de ma vie.Qui m ‘ont apportés la tendresse, la
confiance, le courage et la sécurité durant toutes mes années.

A mon cher firére Akram, qui m’avez toujours soutenu et encouragé durant ces
années d’études.

A mon adorable petite sceur Nourhane qui sait toujours comment procurer la
joie et le bonheur pour toute la famille.

A mon grand-pére Bengherbia Kamel, un grand merci & vous, pour ton
encouragement et ton soutien.

A mes grandes méres Bengherbia Atika et Fadhila pour leur douceur et leur
gentillesse, Elles ne m ont jamais oublié dans leurs prieres.

A toute ma famille chacun par son nom, et spécialement mon trés cher oncle
Belaidi Zoubir, Que dieu leur donne une longue et joyeuse vie.

Sans oublier mon bindbme Radia pour son soutien moral, sa patience et sa
compréhension tout au long de ce projet.

\ -ﬁ/gputes mes amies qui m’ont toujours encourage, et a qui je souhaite plus de
[ succes.

A tous ceux que j'aime

Merci

« Feriel »




Dédicaces

A l'aide de dieu « ALLAH» tout puissant qui m’a tracé
le chemin de ma vie, J ai pu réaliser ce travail.

v

- Ve - - N - 7 - d/ 2
Que je dédie ce modeste travail : a ma famille spécialement aux pfrsbp |
les plus cheres au monde. 7

A mon pére Mohamed et ma mére Faiza, qui sont la lumiére de mes yéux/
[’ombre de mes pas et le bonheur de ma vie. Qui m’ont apportés la tendresse
la confiance, le courage et la sécurité durant toutes mes années.

A mon trés cher mari Laidani Mohamed Ridha, qui m’a aidé, m’a encourage
et m’a conseillé, il me donne la force de continuer, il a tout mon respect
que dieu le garde.

A ma belle-mére Fadhila, mon beau pére M ’Hamed, mes belles sceurs Imen
et Basma et mon beau-frére Mounir.

A mes adorables seeurs Imen et Ihcene, mon cher frére Younes et mon cher oncle
Mohamed qui était toujours a mes cétés pendant les moments difficiles.

A toute ma famille chacun par son nom, Que dieu leur donne une longue
et joyeuse vie.

Sans oublier mon bindme Feriel pour son soutien moral, sa patience
et sa compréhension tout au long de ce projet.

A mes meilleures amies avec qui j ai passé mes plus belles années :
Roumaissa, kaouther, Nesrine, Feriel, Saloua.

A tous ceux que j'aime

Merci

« Radia »




« LISTE DES ABREVIATIONS »

ACOEt : L'Acétate d’éthyle

CH3COOH : L'Acide acétique

COOH : L’Acide carboxylique

H.SO,: L’Acide sulfurique

C4HsO3: L’Anhydride acétique

APG : L’Angiosperm Phylogeny Group
NH4OH : L’Ammonique

NaHCOg;: Bicarbonate de sodium

CHClI3: Chloroforme

FeCls: Le chlorure de fer

CCM : La chromatographie analytique sur couche mince
VLC : La chromatographie liquide sous vide
ICso : La concentration inhibitrice

CHCI; : Dichlorométhane

DPPH : 2,2’ —diphenyl-1-picrylhydrazyle
OH : Fonction alcool

G.A : Genista. Aspalathoides Lamk ssp.
G.Q : Genista.Quadriflora Munby.

Glu : Glucose

CH2O0OH : Groupe hydroxyl méthyle

OCHjs: Groupe méthoxy

ICBN: International Code of Botanical Nomenclature

MeOH : Méthanol



« LISTE DES FIGURES »

Figure 1.1 : Quelques exemples de fabacées qui ressemblent a des fleurs

e PAPIIONS. . .. 3
Figure 1.2 : Diversités des |EgUMINEUSES..........coviiiiiiiiii e 4
Figure 1.3 : Distribution de la famille fabacées...............cocooiiiiii 4

Figure 1.4 : Exemple de ce a quoi ressemblent les buissons de genre Genista.....8
Figure 1.5 : Espéce Genista numidica Spach...............cooiiiiiiiiiiiii e, 9
Figure 1.6: Trois espéces de genre Genista (G.tenera, G.anglica, G.germanica..10

Figure 1.7 : Photo des tiges de G.aspalathoides Lamk. Ssp. erinaceoides (Lois).11

Figure 1.8 : Photo des fleurs de G. aspalathoides LamK..............................l. 12
Figure 1.9 : Photo du petit arbrisseau de G. aspalathoides Lamk...................... 12
Figure 1.10 : Photo de Genista quadriflora Munby......................ooe. 12
Figure I1.1: Iso flavonoides isolés du genre Genista..............ccoeeeiiiiiiannn. 16
Figure I1.2: Flavonoides isolés du genre Genista...........ccoeeeiiiiiiiiiannnne 18
Figure 11.3: Saponosides isolés du genre Genista............ccoevviiiiiiiiiiiiiieeeenn. 20
Figure 1.4 : Alcaloides isolés du genre Genista.............ccooviieiiiiiiiiiiieeee, 22

Figure Ill.1: Les extraits n-butanol G. aspalathoides Lamk et G. quadriflora

Figure 11.2: VLC sur C18 de I'extrait butanol des parties aériennes de Genista..30

Figure 111.3: Mécanisme réactionnel du test DPPH®..............cooi 32
Figure 111.4: Structure de 'acide gallique.......... ... 34
Figure 111.5: Protocole de dosage des polyphénols totauxX..................c.oooiiiee. 35

Figure IV.1: Les fractions de la VLC sur C-18 de I'extrait n-butanol des parties

aériennes de G. aspalathoides LamK..............c.oooiiiiiiii i 42

Figure IV.2 : Le chromatogramme de I'extrait n-butanol des parties aériennes de

G. aspalathoides LamK..........cooiirii e 43



Figure IV.3 : Le chromatogramme de I'extrait n-butanol des parties aériennes
de G. quadriflora MUNDY ... 44

Figure IV.4 : Les courbes des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction

des différentes concentrations. .......cooee e 46

Figure IV.5 : La courbe de pourcentage d'inhibition du DPPH d'acide ascorbique

(standard) en fonction de la concentration...................ocooi 46
Figure IV.6: La courbe d'étalonnage de l'acide gallique..................ccooeeiinn.. 47
Figure IV.7: Dosage polyphénols de I'espece G. aspalathoi des Lamk.............. 48
Figure 1V.8 : Dosage polyphénols G. Quadriflora Munby................................ 48

Figure IV.9 : L’histogramme de la quantité en (mg EAG/g) des polyphénols dans
I'extrait n-BuOH de deux especes G.Q et G LA ... 50



« LISTE DES TABLEAUX »

Tableau I.1 : Position systématique des Fabacées selon différentes approches

phylogénétiques ou MOrphologIQUES. ........ccuuiiiiiiiiiiiie e 5

Tableau .2 : Classification botanique des deux espéces étudiées..................... 13
Tableau 11.1 : Isoflavonoides isolés du genre Genista..............ccoeoiiiiiiiinnnnn, 15
Tableau 1.2 : Flavonoides isolés du genre Genista..............cccvveviieinininnnns. 17
Tableau 1.3 : Saponosides isolés du genre Genista.............ccovveiiieiieiiinennnn. 19
Tableau 11.4 : Alcaloides isolés du genre Genista............cccoveiiiiiieniiiiiiineeenn, 21

Tableau Ill.1: Les fractions de la VLC sur C18 de I'extrait butanol des parties

ACIHENNES A GBNISTA. .. ettt e e, 30

Tableau IV.1 : Résultats des tests du screening phytochimique de I'extrait n-butanol
e GENIE G.A L GO ittt et 37

Tableau V.2 : Résultats de la caractérisation des groupes chimiques d’extrait n-
PBULANOl dE GLA Bt GO e i e 40

Tableaux IV.3 : Linterprétation probable des couleurs sous UV-visible des

COMPOSES NATUIEIS. ... et et e e e a e aaaaaans 41

Tableau IV. 4 : Les pourcentages d’inhibition d’extraits du DPPH en comparaison

avec I'acide asCOrDIQUE. ... 45

Tableau IV.5 : Résultats du dosage des polyphénols..............cccoviiiiiiiiiiiininnne, 49



SOMMAIRE

Remerciements

Dédicaces

Liste des abréviations

Listes des figures

Liste des tableaux

Résumé

Abstract
uadldl
INTRODUTION GENERALE. ... ettt ettt te et e e e e eaas 1

CHAPITRE | : Recherche bibliographique

[.. La Famille FabaCEES........cccooeee i 3
L L GBNEIAIITES ... 3
[.2. ASPECES DOLANIQUES ......oeeeeieiie e e e e e e e e e e e e a s 4
[.3. Distribution géographiqUe ..........oooiuiiiiiiiieee e 4
[.4. POSItION SYStEMALIQUE ......eeeiiieeiiiiiiiii e e e e e e e 5
[.5. INtErELS ECONOMIQUES .....eeeeiieieeeeeiiitiie et e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e anneeeees 6
[.6. Importance thErapEULIGUE .........oooieiiiiiiiiiee et 6
[.7. TOXICit€ desS FabacCEes .......ccoooeiiiiieieee 7
[.8.L8 GENIE GBNISTA. .. .ceiiiieeitiiie et e e e et e e e e e e e e e eaaaaaanes 8
L9 GBNBIAIILES ... 8
[.10. Description du GeNnre GeNISTaA .........ooeeeeeeeee e 8
[.11. Distribution et aire géographiqUe .........cccoeeeeiiiiiiiiiiiie e 9
[.12. Principaux métabolites secondaires du Genre Genista.............cccoeeeeeeeeeeeeeenn. 9
[.13. Utilisation en médecine traditionnelle............cccoeeeeee e, 9
[.14. Etude de deux espéces «G.A €t G.Q» ..ooovvvviiiiiiiiiii 10
[.15. Répartition geographiQqUE........ccceveiruuueiiie e e e e e e e 11
[.16. Place dans la SyStemMatiQUE............uuuueiiieeeeieieeiiee e e e e 13


file:///C:/Users/iji/Desktop/mémoire%20finale%20master%202(%20radia%20et%20feriel%20).docx%23_Toc75029470

CHAPITRE Il: Les Métabolites Secondaires

II.1. Les métabolites secondaires les plus courants chez les Fabacées............... 15
[1.1.1. LeS iSO flavonOTdes : ........oiiii e 15
[1.1.2. LeS flaVONOTES ... 17
0 S 7= T o To ] [0 11 [0 [P 19
[1.1.4.1€S @lCAIOTURS & ..o 21

CHAPITRE Il :Partie Expérimentale

T O 11 {0 Yo [V 1o ] o [OOSR 24

[1l.2. Extraction par macération de Genista aspalathoides Lamk

et Genistaquadriflora MUNDY ...........oouiiiiii e 24
[11.3. Screening phytoChIMIQUE ........coooiiiiieeee 24
1 0 A T o T o = PSR 24
[11.3.2. PrOtOCOIE ...t 25
[11.3.2.1. Le screening phytochimique des flavonoides...........cccccccceeiiiiiiiiiniiinnnnnnn. 25

» Test de Wilstater (test de flavonols et flavonones)...........ccccvvviieennn. 25

» Test de bate-Smith (test de flavon 3,4-diolS)...........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiieee, 25
[11.3.2.2. Le screening phytochimique des Tannins ............cccovvvviiiiieeeeeeeeeeiiinnn, 25
[11.3.2.3. Le screening phytochimique des Alcaloides .............cccoeeeieei, 26

[11.3.2.4. Le screening phytochimique des Triterpénes (test de Lieberman-

= LU o1 g =T o ) PP 26
[11.3.2.5. Le screening phytochimique des Stérols (Test de Salkowski)................. 27
[11.3.2.6. Le screening phytochimique des Anthraquinones.............cccoceeeeeeeennn. 27
[11.3.2.7. Le screening phytochimique des Sucres (Test de Fehling)..................... 27
[11.3.2.8. Le screening phytochimique des Saponosides (Test de la mousse)....... 28
[11.3.2.9. Le screening phytochimique des Coumarings...........ccccceeeeeeeeiieeeeeeeeeee, 28
[11.4. ChromatographigUE ..........oiiieeeiiieieiie e e e e e e e e eanaaa s 28

[11.4.1. La chromatographie liquide sous vide (VLC).....ccooviviiiiiiiiiiiiinieee e, 28



]t ot O ] [od o= TP PR 28
[11.4.2. La chromatographie analytique sur couche mince .............ccccoeeeeeeeeeeeeeee. 29
1 I ] o = P 29

[11.4.3. Protocole (Fractionnement de I'extrait n-butanol du Genre G. aspalathoides

Lamk .ssp .erinaceoides (LOIS).......ccoviiiruiuiiiiii et e e e e 29
[1.5. L'activité antioxydante ... 31
[11.5.1.La méthode bio-autographique ..........cccooooiiiiiiiiiiii e, 31
1.5, 1.1, PrOtOCOIE ...ttt e e 31
[11.5.2.La méthode COIONMELIIQUE ..........ovvieiiiei e 32
18T I 1 o = PSR 32
[11.5.2.2. PrOTOCOIE ...ttt 33
[11.6. Dosage des compoSESs PhENOIIQUES ........cccovvvviiiiiiiiii e, 34
[11.6.1. Dosage des Polyphénols tOtaUX .......ccceeeriiiiiiiiiiiiiee et 34
1.6.0. 0. PrINCIPE oo 34
[1.6.1.2. PrOTOCOIE ... 34

CHAPITRE IV: Résultats et Discussions

IV.1. Les résultats du screening phytoChimique ............cccceeriiiiiiiiiiieniee e 37
IV.2. Les résultats du fractionnement de I'extrait n-butanol..................ccccoiinnnnn 41
IV.3.Les résultats de 'activité antioxydante ..............cccooeiiiiiiii i, 43
IV.3.1.La méthode bio autographique .........cccoeeeeiiiiiiiiiiiie e, 43
IV.3.2.La méthode COIONMELTIQUE .......ooevveeiieeeeeeeeeeeee e 44
IV.4.Les résultats de dosage des polyphénols totauX ..............ccevveeiieeeeiieieiinnnnnnn. 47
CONCIUSION GENEIAIE. .. ...t 52

Les Références bibliographique...........ooii 54



RESUME

Le présent travail avait pour objet I'étude phytochimique et activité antioxydante
sur l'extrait butanol de deux especes G.aspalathoides Lamk et G.quadriflora
Munby, d’'une plante Algérienne Genista appartenant a la famille des Fabacées
.Cette derniere en général et le Genre Genista en particulier sont particulierement
bien fournis en métabolites secondaires connus pour leurs diverses

et intéressantes activités biologiques.

Du point de vue phytochimique, ces extraits sont plus ou moins riches en
métabolites secondaires. Les composés détectés, apres le criblage phytochimique
de G.aspalathoides Lamket G.quadriflora Munbya étaient essentiellement des

flavonoides, des alcaloides et des stérols.

La méthodologie de fractionnement de [I'extrait butanol de [I'espéce
G.aspalathoides Lamk a été basée essentiellement sur la combinaison des

différentes méthodes chromatographiques :

» chromatographie sur liquide sous vide sur phase inverse Cig (VLC).
» chromatographie sur plaques analytiques de silice normale (CCM).

Les résultats qu’on a obtenus nous prouvent la grande capacité antioxydante de
I'extrait Butanol G.aspalathoides Lamk, suivi de I'extrait butanol de G. quadriflora
Munby; en substant nous basant sur le test de piégeage radicalaire DPPH?®, ce qui

est confirmé par les dosages des polyphénols.

Mots clés : Fabacées, Genista, activité antioxydante, G.quadriflora, Munby

G. aspalathoides Lamk .



RESUME

The present work aimed at the phytochemical study and antioxidant activity of two
extracts of the species G. aspalathoides Lamk and G. quadriflora Munby, of an
Algerian plant Genista belonging to the family of Fabaceae. The latter in general
and the genus Genista in particular are particularly well supplied with secondary

metabolites known for their various and interesting biological activities.

From the phytochemical point of view, these extracts are more or less rich in
secondary metabolites. The compounds detected, after phytochemical screening
of G. aspalathoides Lamk et G. quadrifiora Munby a were mainly flavonoids,

alkaloids and sterols.

The methodology of fractionation of the butanol extract of G. aspalathoides Lamk
species was based mainly on the combination of different chromatographic

methods:

» Chromatography liquid vacuum reverse phase C18 (VLC).

» Chromatography on normal silica analytical plates (TLC).

The results obtained prove the high antioxidant capacity of the extract Butanol
extract of G. aspalathoides Lamk, followed by the butanol extract of G. quadriflora
Munby ; based on the DPPH° radical scavenging test, which is confirmed by the

polyphenols assays.

Key words: Fabaceae, Genista, antioxidant activity,G. quadriflora Munby, G.
aspalathoides Lamk.
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Introduction

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a

profit dans l'industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie.

Parmi ces composés, on retrouve dans une grande mesure les métabolites

secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique.

Le métabolisme secondaire des plantes produit des molécules variées permettant
aux plantes de contrdler leur environnement animal et végétal, parmi les milliers
de molécules produites par ce métabolisme, I'on sélectionne celle ayant des
activités thérapeutiques pour 'lhomme. L’industrie pharmaceutique s’appuie sur

ces substances dites actives pour I'élaboration de médicaments [1].

On estime que sur les 300 000 espéces vegétales recensées, seules 15% d’entre
elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités
biologiques. Par conséquent, il est tres possible de découvrir de nouvelles

molécules [2].

L’Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’'une flore particulierement
riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémique
et appartenant a plusieurs familles botaniques [3]. Ce potentiel floristique
constitué de plantes médicinales, toxiques et condimentaires, est peu exploré du

point de vue chimique et pharmacologique.

Nous nous sommes intéressés a I'étude d'une espéce endémique du genre

Genista et notre travail se décompose selon trois parties :

» La premiere consacrée a la synthése bibliographique, la description de la
famille des fabacées et particulierement le genre Genista et ses métabolites
secondaires.

» La deuxiéme concerne la partie expérimentale qui s’est portée sur la
détection des différents métabolites secondaires par screening
phytochimique, et I'étude phytochimique ont été fractionnés d’extrait
butanol du Genista Aspalathoides Lamk ssp. Erinaceoides (Lois.) par VLC

en phase inverse Cig suivi par la chromatographie sur couche mince ;




Introduction

le dosage des polyphénols totaux. Ainsi que la mise en évidence de
'activité antiradicalaire des différents extraits des espéces Genista
QauadrifloraMumby et Genista Aspalathoides Lamk ssp. Erinaceoides
(Lois.) sur la méthode bio-autographique et I'évaluation de pouvoir
antiradicalaire par le DPPH°.

» La derniere partie regroupe les différentes observations et la discussion des
résultats obtenus.

Nous terminons notre étude par une conclusion.
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. La Famille Fabacées

I.1.Généralités

Les légumineuses sont I'une des plus grandes familles de plantes a fleurs. Leurs fleurs
ressemblent a des papillons et a des fruits cornus. Il existe plus de 730 genres et 19
400 especes. Elles sont réparties dans les environnements tempérés et tropicaux, et

sont largement réparties dans le monde entier [4].

Clitoria ternatea Spartium junceum

Figure 1.1 : Quelques exemples de fabacées qui ressemblent a des fleurs de papillons

[4]

L'origine de cette famille a été trouveée dans les Rosacées, et les gousses ont été
appelées "plantes" par les premiers botanistes, d'ou le nom de cette famille [5]. Ils ont

des feuilles simples ou des feuilles composées [6].

Cette famille est composée d'espéces horticoles. De nombreuses espéces sont
récoltées pour l'alimentation, a la fois pour la consommation humaine (haricots, pois,
haricots, soja), mais aussi pour la consommation animale (tréfle, luzerne, cardamome
rouge), et utilisées pour I'huile alimentaire (arachides, soja), leurs fibres et bois utilisés
comme combustible, leur utilisation en médecine (spartéine extraite de balais et de

réglisse) ou leurs applications en chimie [4].
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Figure 1.2 : Diversités des légumineuses [4]

|.2. Aspects botanigues

La famille des Fabacées (Fabaceae) ou Légumineuse (Leguminosae) appartiennent a
'ordre des Fabales. C’est une des plus importantes familles parmi Dicotylédones. Son
nom est tiré du mot latin (Faba, feve). L'ordre des Fabales ne contient que quatre

familles : Fabaceae, Surianaceae, Quillajaceae et Polygaceae [7].

|.3. Distribution géographique

Les Iégumineuses sont cosmopolites. Elle est particulierement concentrée dans les
régions subtropicales et tempérées chaudes, comme I'Afrique du Sud ou le pourtour
méditerranéen. (Figure 1.3) Les zones tropicales sont principalement des espéces

ligneuses, tandis que les zones tempérées sont riches en espéces herbacées [8,9].

Figure 1.3 : Distribution de la famille Fabaceae [8].
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|.4. Position systématique

De nombreuses caractéristiques morphologiques prouvent la monophylétique des

légumineuses. Quatre sous-groupes sont généralement reconnus chez les
légumineuses : les Caesalpinioideae, les Mimosoideae, les Bauhinioids et le Faboideae
(=Papilionoideae). Faboideae est cosmopolite, tandis que Mimosoideae et
Caesalpinioideae sont assez tropicales. Dans la plupart des classifications, ces groupes
sont considérés comme des sous-familles, mais parfois ils sont considérés comme des
familles indépendantes, comme dans la classification de Cronquist. Le concept de «
[égumineuse » peut étre utilisé aussi bien au niveau familial (avec Engler) qu'au niveau
ordinal (avec Cronquist). Bien que le terme légumineuse soit actuellement préféré dans
la nouvelle classification systématique du groupe phylogénétique des angiospermes
(APG), le terme légumineuse est encore couramment utilisé par certains types de
scientifigues (experts en légumineuses).Ces deux termes sont considérés comme

synonymes par I'International Code of Botanical Nomenclature (ICBN). [5,10]. La

position systématique des Fabaceae est présentée dans le tableau I.1.

Tableau

phylogénétiques ou morphologiques

I.1: Position systématigue des Fabacées selon différentes approches

Engler ,
[1887-1915] Cronquist [1988] | Thorne [1992] APGIII [2009]
Régne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embranchement Embryophyta Magnoliophyta | Spermatophytae | Spermatophyta
Sous
embranchement Angiospermae - Angiospermae Angiospermae
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidae Eudicotyledonae
Sous-classe Archichlamydeae Rosidae Rutanae Rosidae
Ordre Rosales Fabales Rutales %uros!dqe |
(= Fabidées)
Sous-ordre Leguminosineae - Fabineae Fabales
Fabaceae
L . (=Papilionaceae) Fabaceae Fabaceae
, eguminosae : _ :
Famille Mimosacea (=Leguminosae)
Caesalpiniaceae
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Faboideae Faboideae ,
Sous-famille Mimosoideae Mimosoideae Faboideae

Caesalpinoideae

Caesalpinoideae

Mimosoideae
Caesalpinoideae

Swartzioideae

I.5. Intéréts économiques

C'est une famille d'importance économique importante. Les haricots riches en graines
(jusqu'a 70% du poids sec) représentent, d'une part, une source de protéines végétales
pour la consommation humaine : haricots rouges (haricots), pois (pois), Lens culinaris
(Lentilles), Féves (Féve), Cicer arietinum (pois chiches), Glycine max (soja). De plus, il
existe de nombreuses variétés d'oléagineux, comme I'Arachis hypogaea L., une plante
d'huile d'arachide ; nous mangeons aussi des graines, qui sont des arachides. De
méme, Glycine max (L.) Merr (soja) consomme de plus en plus d'huile. D'autre part, de
nombreuses légumineuses sont cultivees comme plantes fourrageres pour
l'alimentation animale, comme prairies « naturelles » avec le tréfle (tréfle) et le lotus ou
« artificielles » avec Onobrychis viciifolia Scop. (Sainfoin), en particulier la luzerne
(Medicago sativa) [7,10].

De plus, les Iégumineuses sont largement utilisées en agriculture dans la rotation des
cultures car leurs nodules contiennent des bactéries fixatrices d'azote (Rhizobium),
elles peuvent donc fixer I'azote.ll en résulte une symbiose entre les plantes infectées et
les bactéries : ces dernieres utilisent I'énergie nécessaire des sucres fournis par les
plantes pour fixer l'azote dans l'atmosphére, et en retour, les plantes utilisent

'ammoniac synthétisé par les bactéries [7].

|.6. Importance thérapeutigue

De nombreuses légumineuses ont des propriétés curatives et sont utilisées en
meédecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous citerons quelques exemples d'especes

ayant une importance alimentaire et des propriétés médicinales importantes [11,12].

* Trigonella foenum graecum (fenugrec) : Son nom vernaculaire est halba. C'est une
plante originaire du Proche-Orient et est maintenant largement cultivée. Le fenugrec est

utilisé pour traiter les plaies, la diarrhée, la déshydratation, I'anémie, la bronchite ;
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les rhumatismes, les maux d'estomac, I'hypertension artérielle et la constipation. Cette
plante est également consommée par les femmes comme fortifiant aprés
l'accouchement. Les graines ont des propriétés nutritionnelles importantes et des effets
hypocholestérolémiants. Ils sont traditionnellement utilisés comme stimulants de

l'appétit et de la prise de poids.

*Arachis hypogaea L. (Arachide) : l'huile d’Arachide est utilisée comme solvant
médicamenteux. Elle a également des propriétés vitaminiques P : action

antihémorragique au niveau des capillaires [13].

|.7. Toxicité des Fabacées

La présence de certains métabolites secondaires dans les Iégumineuses peut conduire

directement ou indirectement a des intoxications. Donnons quelques exemples [7] :

* Certains acides aminés non constitutifs, abondants dans les Iégumineuses et apportés
par des bactéries fixatrices d'azote, perturbent gravement la chaine métabolique et
provoquent des troubles respiratoires dus a la consommation d'especes Lathyrus. Chez

les hommes, cela provoque une paralysie progressive des muscles.

» Contamination due a la présence de champignons Aspergillus qui sont produits sur les

semences dans des conditions humides et produisent des aflatoxines cancérigénes.

» La maladie de la féve, une maladie génétique, affecte les gens aprés avoir absorbé
des feves et des graines de feve, entrainant des maladies du systéme nerveux et du
systeme sanguin. Cela est di a l'absence d'une enzyme, la glucose-6-phosphate

déshydrogénase, qui joue un effet de détoxification.
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[.8. Le Genre Genista

1.9.Généralités

Genista appartient au premier décrit par LINNE en 1753. Il appartient a la famille des

Légumineuse, sous-famille des Papilionoidées et a la tribu des genistées [14].

Le nom de ce genre semble dériver de I'ancien mot gaulois Gen, qui signifie arbuste.
Parmi les 700 genres de légumineuses, il existe environ 53 genres et 337 espéces en
Algérie [15]. Le genre Genista (Légumineuse) est composé d'une centaine d'espéces,
principalement réparties en Méditerranée en Asie de I'Ouest [16] Il existe actuellement

25 espéces et sous-especes en Algérie, dont 11 endémiques [17].

Genistapilosa Genista hispanica

Figure .4 : Exemple de ce a quoi ressemblent les buissons de genre Genista [17]

[.10. Description du Genre Genista

Les plantes Genista sont des arbustes épineux ou parfois sans épines, qui se
caractérisent par de simples a trois feuilles, spécifiées ou non. Le calice a 5 nceuds, les
2 supérieurs sont libres ou soudés, les 3 inférieurs forment une lévre, et il a 3 dents
profondes. Plus rarement, le calice est en forme de cloche et posséde 5 dents d'égale
longueur. La coque est rectangulaire, droite et large horizontalement. La norme est tres
etroite. Dix étamines (5 longues et 5 courtes) forment un seul pistil dans un tube non
divisé. Le capital du stigmate est oblique. Les gousses sont fissurées et variables. Les

graines ne sont pas des arilles [6].
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Figure 1.5 : Espéce Genista numidica Spach [6]

I.11. Distribution et aire géoqgraphique

Genista est largement répandu dans le bassin méditerranéen, en Europe et en Afrique
du Nord (Libye, Tunisie, Algérie et Maroc). En Algérie, il est localisé dans les régions de
I'est et du sud-est et dans le désert du Grand Sahara [18]. Les especes de ce genre ont
une grande plasticité écologique, elles apparaissent dans des zones aux conditions

bioclimatiques trés différentes, des zones semi-arides aux zones tres humides [19].

I.12. Principaux métabolites secondaires du Genre Genista

Selon les recherches de la littérature sur les especes Genista, elles sont autorisées a
contenir divers types de métabolites secondaires multiples, les principales substances
sont les alcaloides [20], les isoflavones [21,22] et les flavonoides [23,24], [25,26] et

substances biologiquement actives.

[.13. Utilisation en médecine traditionnelle

Certaines especes de Genista sont utilisées en médecine populaire traditionnelle pour

traiter de nombreuses maladies, telles que :

» Genistatenera : En médecine traditionnelle portugaise, l'infusion des parties aériennes

de cette espece est utilisée pour traiter le diabéte [27].
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» Genista. anglica et Genista. Germanica : Deux de leurs plantes sont recommandées

comme diurétiques pour le traitement des calculs rénaux et de la goutte [28,29].

Figure 1.6 : Trois espéces de genre Genista (G.tenera, G.anglica, G.germanica) [28,29]

|.14. Etude des deux especes «G.A et G.Q»

Genista aspalathoides Lamk. Ssp. Erinaceoides (Lois) est une espece endémique du
sud-est algérien. Genista quadriflora Munby est une espéce endémique d'Algérie-Maroc

(c'est-a-dire que son aire de répartition se situe entre le Maroc et I'Algérie) [30].

. G. aspalathoides Lamk. Ssp. erinaceoides (Lois.)

C'est un petit arbuste de 10 a 50 cm de haut. Il y a de trés nombreuses tiges ramifiées
et tordues avec des renflements des deux cotés des branches, et elles forment un
buisson compact et épineux dans son ensemble. On le trouve dans les fissures
rocheuses et les coteaux, avec des fleurs jaunes sur un c6té du stigmate formant des
lames sur le visage [3]. Cette espéce peut étre identifiée par les caractéristiques
suivantes [15] : La feuille entiere, c'est-a-dire réduite a une seule feuille, sans pétiole,
sans stipules, relativement petite, étroite et poilue. Les fleurs sont isolées ou
regroupées par 2 a 4 ; la norme fait environ la longueur de la coque, couverte de petits
poils, et la coque est velue. Le fruit mr mesure environ 10 a 15 mm de long, 3 a 4 mm
de large, de couleur brune et couvert de petits poils. (Habituellement, les fleurs sont trés

velues et ont des étamines libres a cause des parasites).

. Genista quadriflora Munby

10
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Le genét a quatre fleurs est une espéce endémique d'Algérie et du Maroc. Dans notre
pays, cette espece est rare, (Sensu Quézel et Santa) [3,31]. Plantes annuelles,
arbustes, branches dressées, éphédra. Les feuilles tombent bient6ét. Inflorescence 3 a 5
plantes. Calice brievement pubescent. Les feuilles sont réduites a de simples écailles.
Les rameaux sont courts, durs et forts. Les gousses sont de 10 a 12 mm dispersées et

pubescentes. Fleur jaune [3].

I.15. Répartition géographique

. G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.)

Elle est tres commune dans le sud-est algérien [30], les figures 1.7 ; 1.8 et 1.9

représentent les photos de cette plante :

Figurel.7 : Photo les tiges de G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides
(Lois)[30]

11

—
| —
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614k
Genista
aspalathoide

Figure 1.9 : Photo du petit arbrisseau de G. aspalathoides Lamk [30]

. Genista quadriflora Munby

Elle est commune a I'Algérie et au Maroc, la figure 1.10 montre la photo de cette

espece.

Figure 1.10 : Photo de Genista quadriflora Munby [30]

12
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|.16. Place dans la systématigue

La classification botanique synthétisée de ces extraits est représentée dans le tableau
1.2 :

Tableau 1.2 : classification botanique des deux especes étudiées

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Fabales
Famille Fabacées
Tribu Genisteae
Genre Genista
Espece 1 G. aspalathoides Lamk. ssp.
Sous especes Erinaceoides (Lois.)
Espéce 2 G. quadriflora Munby

13
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[1.1. Les métabolites secondaires rencontrés chez les Fabacées

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que la majorité des
etudes phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces de la
famille des fabacées certifie la richesse ainsi que la diversité structurale de ces
dernieres en métabolites secondaires tels que : Les alcaloides [32,33], les
composés phénoliques de type flavonique et isoflavonique, [34,35] et en petites
quantités les saponosides [36].

[1.1.1. Les iso flavonoides :

L’'une des particularités importantes de la famille des fabacées est la production
des métabolites secondaires spécifigues appelés iso flavonoides impliqués
dans la signalisation symbiotique, dans les réactions de défense et présentant
un grand intérét pharmaceutique [37].

Ce sont des substances poly phénoliques d’'une diversité structurale importante.

Quelques structures d’iso flavonoides isolées du genre Genista sont reportées

dans le tableau suivant :

Tableau I1.1: Iso flavonoides isolés du Genre Genista.

Composés N° Espéces Références
Alpinumisoflavone 1 G.tenera [38]
Hydroxyalpinumisoflavone 2 G.ephedroides [39]
4'-0-Glucopyranoside 3 G.pichisermolliana [40]
alpinumisoflavone
Isoderrone 4 G.corsica [41]
Ficuisoflavone 5 G.corsica [41]
Dihydroisoderrondiol 6 G.corsica [41]
7-O-B-D-glucopyranoside isoprunétine 7 G.morisii [42]
7,4’-_di-9-[3-D-gIucopyranoside 8 G morisii [42]
Genistéine
7,4’-di-O-,B?D-qucopyranoside 9 G morisii [42]
Isoprunétine
Daidzéine 10 G.morisii [42]
Genistéine 11 G.morisii [42]
Isoprunétine 12 G.morisii [42]
biochanineA 13 G.cilentina [43]
4'-O-methylorobol 14 G.cilentina [43]
biochanineA7-O-B-D-glucoside 15 G.cilentina [43]
4’-glucosyl génisteine(sophoricoside) 16 G.tricuspidata [44]
5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone 17 G.ulicina [45]

[ =)
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4 H H
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Figure II.1: Iso flavonoides isolés du genre Genista.
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[1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments poly

phénoliques qui contribue, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune

ou en blanc [46]. La coloration due a la présence de flavonoides. Les différents

flavonoides qui sont isolés de plusieurs especes du genre Genista sont

rassemblés dans le tableau I1.2 suivant :

Tableau 1l.2 : Flavonoides isolés du Genre Genista.

Composés

Orientine

Vitéxine

Eriodictyol

Lutéoline

Apigenine

3,7-bis-a-L-rhamnopyranosyl-

aromadendrine

Quercétrine

4’5, 7-trihydroxy-3’-methoxy-3-O-
glucosylflavone(isorhamnetine3-

glucoside)

4’,5,7-trihydroxy-3’,8-dimethoxy-3-O-
Glucosylflavone

17

—

NO

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Especes

G.morisii

G.morisii

G.morisii

G.cilentina

G.cilentina

G.cilentina

G. tricuspidata

G. tricuspidata

G. tricuspidata

Références

[42]

[42]

[42]

[43]

[43]

[43]

[44]

[44]

[44]

——t
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Figure I1.2: Flavonoides isolés du genre Genista
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[1.1.3.Saponosides :

Tableau I1.3 : Saponosides isolés du Genre Genista.

Composés

acide3-O-BDglucopyranosyl-oléan-12-

ene-3B, 27, 28, triol-29-carboxylique

3-O-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-éne-

3B, 27, 28,30-tétraol

acide 3-OB-D-glucopyranosyl-oléan-12-

ene-3B, 28,29triol-27-carboxylique

3-0-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-ene-

3B, 27, 28,29tétraol

3-0-B-D-glucopyranosyl, 29-O-B-D-

glucopyranosyl- oléan-12-éne-38, 27,

28,29-tétraol

—

19

NO

27

28

29

30

31

Espeéces

G.ulicina

G.ulicina

G.ulicina

G.ulicina

G.ulicina

Références

[45]

[43]

[43]

[45]

[43]
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Figure 1.3 : Saponosides isolés du Genre Genista
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[1.1.4.1 es alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine naturelle (le plus
souvent végétale), renfermant de l'azote, généralement incorporé dans un
systeme hétérocyclique. Ce sont des substances particulierement intéressantes
pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que par leur toxicité

[14,47]. lls agissent en tant que :

Dépresseurs au niveau du systeme nerveux central (morphine, scopolamine)
Stimulants (caféine, strychnine)

Anesthésiques locaux (cocaine)

Ganglioplégiques (spartéine, nicotine)

Parasympathomimétique (physostigmine ou ésérine, pilocarpine).

Quelques structures d’alcaloides isolées du genre Genista sont reportées dans le

tableau 1.4 suivants :

Tableau 11.4: Alcaloides isolés du Genre Genista.

Composés N° Espéces Références
Retamine 32 G. ephedroides (28]
Aragyine 33 G. ephedroides [28]
upanine 34 G. ephedroides g8
17-oxoretamine 35 G. ephedroides [28]
12-oc-hydroxylupanine 36 G. ephedroides (28]
[ =)
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Figure 1.4 : Alcaloides isolés du genre Genista
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[11.1. Introduction

Cette partie se base sur I'étude de la composition chimique d’extrait n-butanol de
deux plantes du Genre Genista (Fabaceae) a savoir le screening phytochimique,
et le fractionnement de l'extrait butanol du Genre (G.aspalathoides Lamk) et
I'évaluation de l'activité antioxydante par la méthode bio autographique et par la
meéthode colorimétrique et le dosage des polyphénols d’extraits de ces deux

plantes.

[11.2. Extraction par macération de Genista aspalathoides Lamk

et Genista quadriflora Munby

Les parties aériennes (2700g) de Genista aspalathoides Lamk et (1130g) de
Genista quadriflora Munby séche ont été macérées a température ambiante par
un mélange hydro alcooliqgue (Ethanol/Eau : 80 : 20 V/V) et (MeOH/H,O (80/20 ;
v/v) successives pendant 3x48 heures, puis fractionnées par extraction

liquide/liquide successives au chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol [26-30].

Dans ce mémoire on doit travailler par I'extrait n-butanol équipé pour les deux

extraits

(G.aspalathoides Lamk et G.quadriflora Munby).

* Y :

Figure Ill.1 : Les extraits n-butanol G.aspalathoides Lamk et G.quadriflora Munby.

I11.3. Screening phytochimique

[11.3.1. Principe

Le principe repose sur l'utilisation de réactions de précipitation pour former des

complexes insolubles. [49].
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L’étude préliminaire effectuée sur les parties aériennes de ces extraits [26,30,50].
Ont été testé sur ces deux especes « G. aspalathiodes Lamk » et « Genista

quadriflora Munby ».

[11.3.2. Protocole

[11.3.2.1. Le screening phytochimique des flavonoides

»  Test de Wilstater (test de flavonols et flavonones)

On met dans deux tubes 2 ml de I'extrait n-butanol dissout dans le MeOH dont :

>  Le 1® tube témoin.
> Dans le 2°™ tube additionné 0.5 ml de 'HCL concentré.
> On ajoute tout doucement quelques fragments de magnésium, on laisse

agir sous la hotte.

L’apparition d’une couleur qui vire |le rouge pourpre (Flavonols) ou le rouge

violacé (Flavonones et Flavonols) confirme I'existence des flavonoides [51].

»  Test de bate-Smith (test de flavon 3,4-diols)

On met dans deux tubes 2 ml de I'extrait n-butanol dissout dans MeOH dont :

> Le 1 tube témoin.
> Dans le 2°™°tube additionné 0.5 ml de 'HCL concentré.

> Porter au bain marie pendant 30 minutes.

L’apparition d’'une coloration rouge dénote la présence de Leucoanthocyanes

qui sont des dérivés des flavan-3,4-diols [51].

111.3.2.2. Le screening phytochimique des tannins

On met dans deux tubes 2 ml de I'extrait n-butanol dissout dans MeOH dont :

> Le 1" tube témoin.

Zéme

> Dansle
a2 %).

tube additionné 4 a 5 gouttes de (FeCl;z en solution méthanolique
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La couleur vire au bleu noir en présence de tannins galligues et au brun

verdatre en présence de tannins catéchiques [52].

[11.3.2.3. Le screening phytochimique des alcaloides

Le réactif de Dragendorff a été utilisé pour caractériser la présence des alcaloides
dans l'extrait butanol. Le test est fondé sur la capacité des alcaloides de se

combiner avec des métaux lourds.

On met dans deux tubes 2 ml de I'extrait n-butanol dissout dans MeOH (G.A et
G.Q) dont :

La préparation du réactif de Dragendorff (composé d’'un mélange de 0.8 g de

nitrate de bismuth, 10 ml d’acide acétique glacial et 40 ml d’eau distillée).

> Le 1" tube témoin.

> Dans le 2°™ tube additionné quelques gouttes du réactif de Dragendorff.

La formation d’un précipité de coloration rouge-orangé témoigne de la présence

des alcaloides.

111.3.2.4. Le screening phytochimique des triterpénes (test de

Lieberman-Burchard)

La mise en évidence des triterpénes est fondée sur la réaction de Lieberman-

Burchard.

On met dans deux tubes 5ml de I'extrait n-butanol dissout dans MeOH (G.A et
G.Q) dont :

> Le 1" tube témoin.
> Dans le 2°™tube additionné 1 ml d’anhydride acétique puis 0.5 ml de
chloroforme.

> Aprés dissolution la solution est transférée dans un tube a essai au quel est

ajouté 0.5 ml d’acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid.

L’apparition, a l'interphase, d’'un anneau pourpre(rouge violacé) ou violet, virant

au bleu puis vert, a indiqué une réaction positive.
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[11.3.2.5. Le screening phytochimique des stérols (Test de
Salkowski)

> Dans le 1 tube on met 2 ml de I'extrait (t¢émoin-).
> Dans le 2°™tube on met 2 ml de chloroforme dans quelques milligrammes de
I'extrait, puis 2 ml de H,SO,4 concentré.

» Le mélange est secoué puis laissé au repos quelques minutes.

L’apparition de la couleur rouge dans la couche chloroforme indique la présence
des Stérols [53].

111.3.2.6. Le screening phytochimique des Anthraquinones

On met dans deux tubes 2 ml de I'extrait n-butanol dissout dans MeOH dont :
> Le 1" tube témoin.

La Préparation d’'une solution chloroforme/éther de pétrole est préparée dans les

proportions (1 :1).

> Dans le 2°™tube additionné quelques millilitres de la solution précédente.

» Puis quelques gouttes de NaOH sont ajoutées.

L’apparition d’'une couleur rouge indique la présence des Anthraquinones [54].

111.3.2.7. Le screening phytochimique des Sucres (Test de Fehling)

> Dans le 1 tube on met 2 ml de I'extrait (témoin-).
> Dans le 2°™ tube on met une quantité d’extrait & 1ml de méthanol.
> Puis 1 ml de solution de Fehling est ajouté au mélange précédent.

Ensuite le tube a essai est placé dans un bain marie qui contient de I'eau

bouillante pendant 8 minutes.

L’apparition d’'un précipité rouge brigue indique la présence des sucres [55].
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111.3.2.8. Le screening phytochimique des saponosides (Test de la

mousse)

> Dans le 1 tube on met 2 ml de I'extrait (témoin-).

> Dans le 2°™ tube on met une quantité de bicarbonates de sodium et de I'eau

est ajoutée a quelques milligrammes d’extrait, le mélange est ensuite agité.

La présence de saponosidesse manifeste par I'apparition d’'une mousse sous la

forme d’alvéoles de miel stable [56].

111.3.2.9. Le screening phytochimique des coumarines

Un fragment de [I'extrait est dissout dans 2 ml de l'eau chaude, aprés

refroidissement la solution est partagée dans 2 tubes a essai :

> Le 1" tube témoin.

> Dans le 2°™ tube additionné 0.5 ml d’ammoniaque (25% NH4OH).

L’apparition d’'une fluorescence intense du tube 2 sous lumieres UV a 365 nm.

l11.4. Chromatographie

[11.4.1. La chromatographie liquide sous vide (VLC)

l11.4.1.1. Principe

Cette technologie est utilisée pour réaliser le fractionnement d'extraits bruts.
Une chromatographie en phase inverse a été utilisée pour présonder les extraits
polaires, et les extraits non polaires ont été présondés avec du gel de silice
Kieselgel Merck (70-230 mesh, 63-200 um). [57].
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I11.4.2. La chromatographie analytigue sur couche mince

[11.4.2.1. Principe

La méthode repose sur la séparation des différents composants de I'extrait en fonction

de leur capacité a migrer dans la phase mobile. [58].

[11.4.3. Protocole (Fractionnement de I'extrait n-butanol du Genre G.

aspalathoidesLamk .ssp .erinaceoides (Lois)

L’extrait butanol de Genista a subi un premier fractionnement parchromatographie
liquide sous vide (VLC) sur gel de silice 47,16 g greffé en C-18 éluée avec un
gradient de CH,CIl,.MeOH (0/100,90/10,80/20,70/30,60/40,50/50). Des fractions

de 50 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélange et analysées par

chromatographie sur couche mince.
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Figure lll.2: VLC sur C;g de I'extrait butanol des parties aériennes de G

aspalathoides Lamk.

Le suivi de la VLC est effectué par CCM dans le systeme 8 :1:1 (d’acétate

d’éthyle : méthanol : I'eau).
Les CCM ont été examinées a la lumiere UV avec révélateur par l'iode.

Les fractions ont été récoltées apres rassemblement des fractions présentant des

similitudes.

Tableau l111.1: Les fractions de la VLC sur C;3 de l'extrait butanol des parties

aériennes de G. aspalathoides Lamk.

Eluant : (CH2Cl,.MeOH) Fractions collectées
100/0 F1
90/10 F2
80/20 F3
70/30 F4
60/40 F5
50/50 F6
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lIl.5. L’activité antioxydante

Les antioxydants ont une grande diversité moléculaire et combattent les
processus d'oxydation de différentes maniéres. Ainsi, afin de mesurer l'activité

antioxydante d'une molécule, on peut combiner plusieurs tests [59]. Par exemple:
Le test peut s’effectuer par :

» Bio-autographie sur des plagues CCM en utilisant le DPPH comme
pulvérisateur « identification qualitative »

» Ou par un dosage spectrophotométrie « test quantitative » [60].

Dans ce mémoire pour étudier la capacité d’antioxydant des extraits des plantes,

le test au DPPH a été utilisé.

[11.5.1.La méthode bio-autographigue

[11.5.1.1. Protocole

Cette méthode utilise la chromatographie sur couche mince (CCM) suivie d’une
révélation au DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle) selon Takao et al, (1994) [61].
Décrite par Basséne (2012)[62].Ainsi, la CCM a été réalisée selon les caractéristiques

suivantes :

e Plaque CCM : type de plagues est 60 GF 254 Merck, 0.1 mm sur support
d’aluminium (20%20 cm) ;

e Eluant: (AcOEt/MeOH/H,0) (8 /1 /1) pour les deux extraits n-butanol de (G.A et
G.Q).

e Des dépodts : Quelques milligrammes d’extraits dans le méthanol.

e Révélateur :

» Premierement on met les plaques dans UV- Visible.

> Deuxiemement on met une solution méthanoligue de DPPH a 2 mg/ml a pulvériser
sur la plaque chromatographique aprés séchage a I'étuve. Les constituants de I'extrait
présentant une activité antiradicalaire apparaissent sous forme de spots de couleur

jaune-blanc sur fond violet.
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[11.5.2.L.a méthode colorimétrigue

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrayl (DPPH) fut 'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des

composés phénoliques.

[11.5.2.1. Principe

Cette méthode est basée sur le principe que le DPPH° accepte les atomes
d'hydrogéne (H) des molécules piégeuses (telles que les antioxydants) (Mishra K. et
al. 2012)[63].

(Figure I11.3).

DPPH° + AH ===——=2DPPH-H + A’

= =
A X

M

O:N

N

|

NH
NO,

NO,

Figure 111.3: Mécanisme réactionnel du test DPPH°.

La réduction fait changer la couleur de la solution, du violet au jaune.

Le degré de changement de couleur est directement proportionnel & la concentration
et a l'efficacité de l'antioxydant, et la réponse est ensuite quantifiée en mesurant
I'absorbance de la solution par spectrophotométrie a 517 nm. Chaque composé
antioxydant réagit avec le DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrayl) selon sa propre
cinétique [64].

32

——
| —



Chapitre 111 Partie expérimentale

[11.5.2.2. Protocole

L’activité antiradicalaire des extraits de deux espéces G.A et G.Q a été évaluée en

utilisant la méthode du DPPH° (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Tous les extraits ont été préparés dans le méthanol avec une concentration de

50% de méthanol et 50% d’extrait. Ensuite, dans:

- La premiere étape on ajoute 6 ml de la solution précédente dans le tube -1-
(concentration 100%) solution meére. Aprés dans chaque tube on met 3 ml
de la solution précédente en ajoutant 3 ml de MeOH (dilution), on doit faire
3 essais.

- La deuxieme étape, on doit refaire 3 essais en portant 0,4 ml de la solution
précédente et en ajoutant 1,6 ml de la solution de DPPH (4 mg de DPPH
/100 ml de MeOH) jusqu’a I'absorbance a (0,55-0,57), en répétant la méme

procédure pour les autres tubes.

Apres 30 min d'incubation dans une chambre noire a température ambiante, les
absorbances des échantillons ont été mesurées avec un spectrophotometre a 517
nm [65].

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

Pl (%) = [(Abs contrble — Abs échantillon) / Abs contrdle] x 100

L’expérience a été répétée trois 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 en utilisant Microsoft Excel. [65,66].

La détermination d’lC50:

La Clsgreprésente la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire
50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la régression

linéaire des graphes traces [67].
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l11.6. Dosage des composés phénoliques

[11.6.1. Dosage des Polyphénols totaux

[11.6.1.1. Principe

Les polyphénols totaux sont déterminés par la méthode adoptée par Singleton et
Ross (1965) ont utilisé le réactif de Folin-Ciocalteu [68].Le réactif de Folin-
Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d’'un mélange de deux acides :
acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide phosphomolybdique
(H3PM012040). Il est réduit lors de l'oxydation des phénols pour former un
complexe bleu stable d'oxydes de tungsténe et de molybdene. La coloration
produite, dont l'absorption maximum est au voisinage de 760 nm, est
proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les extraits
végétaux [64].La quantification des polyphénols totaux a été faite a l'aide d’'une
courbe d’étalonnage linéaire (y=a x), réalisée dans les mémes conditions que celles
de l'échantillon, en utilisant I'acide gallique comme standard (Figure Ill.4). Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalents de I'acide gallique par gramme

de matiére végétale séche et en poudre (MgeEAG/g MS).

COOH

HO OH

OH

Figure l11.4: Structure de 'acide gallique

[11.6.1.2. Protocole

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteu. 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) ont été mélangés avec 0,25 ml

de chaque extrait préparé dans I'eau distillé avec une concentration de (1 mg/ml),
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aprés 4 min a température ambiante et a l'obscurité, 2,5 ml de carbonate de
sodium (20%) ont été ajoutés. Apres 2 heures d'incubation a température
ambiante, I'absorbance des échantillons et de la solution étalon ont été mesurés a
760 nm avec un spectrophotometre. Des concentrations croissantes d'acide
gallique (7,81- 250 pg/ml) ont été utilisées pour obtenir une courbe standard. Les
résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalents d'acide gallique par

milligramme d’extrait (W|gAGE/mg) [69].

Cette procédure est résumée dans le schéma ci-dessous (Figure II1.5) :

0.25 ml d’extrait + 0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu

Incubation 4 min

2.5 ml de solution de carbonate de sodium

Incubation pendant 2 h

Mesure d’absorbance a 760nm

Figure 111.5: Protocole de dosage des polyphénols totaux. [69]
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IV.1. Les résultats du screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles des
métabolites secondaires dans l'extrait n-butanol de I'espéce G.A et G.Q par des
réactions qualitatives. La détection de ces composées chimiques est basée sur
des réactions de précipitation, un changement de couleur spécifique ou un
examen sous la lumiére ultraviolette. Les tests de caractérisation phytochimique
réalisées sur des extraits n-butanol contenant des substances naturelles, les

résultats globaux sont rassemblés dans les tableaux 1V.1 et IV.2.
Sachant que :

++ indique une forte présence.

+ indique une présence moyenne.

- indique une présence nulle.

Tableau IV.1: Résultats des tests du screening phytochimique de I'extrait n-

butanol des deux espéces G.A et G.Q.

Les L’observation D’Extrait Présence/ L’observation Présence/

Constituants n-butanol « G.A » Absence D’Extrait Absence

n-butanol « G.Q »

Flavonoides

(flavonols et ++ ++
flavanone) flavonols flavonols
( )|
(%7 )
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Flavon3,4 diols

Tannins
Alcaloides
++
Triterpénes
Stérols ++ ++
Dégagement Dégagemen
de gaz t
de gaz
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+
On

remarque

Anthraquinones

des filles

rouges

+

Sucres Précipité Précipité

jaune-orangé jaune-

.

Saponosides

Coumarines
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Tableau IV.2: Résultats de la caractérisation des groupes chimiques d’extrait n-
butanol de G.A et G.Q.

Groupes chimiques Extrait n-butanol de G.A Extrait n-butanol de G.Q

Flavonoides ++ ++

(flavonols et flavanone)

Flavon 3,4 diols - -

Tannins - -

Alcaloides + ++

Triterpénes - -

Stérols ++ ++
Anthraquinones - +
Sucres + +
Saponosides + s

Coumarines - -
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L’analyse de ces résultats expérimentaux nous ont conduit aux conclusions

suivantes :

1. Les flavonoides, les alcaloides, les stérols, sont présents dans l'extrait n-

butanol en quantités variables.

2. Les flavons 3,4 diols, les tannins, les triterpenes, les coumarines sont

totalement absents dans I'extrait n-butanol.

Le screening chimique de deux especes étudiées G.aspalathoides Lamk. ssp.
Erinaceoides (lois.) et G. quadriflora Munby a relevé la présence des flavonoides,
tanins, stérols, alcaloides, triterpénes, spanonines, et des leucoanthocyanes. [26-
30].

Sur 'ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que I'extrait n-butanol

étudié est plus ou moins riche en métabolites secondaires.

IV.2. Les résultats du fractionnement de I’extrait n-butanol

L’extrait n-butanol de (G.aspalathoides Lamk.) a subi un premier fractionnement
par chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice greffé en Cig éluée

avec un gradient de CH,Cl,-MeOH. La révélation de la plague CCM par I'iode.

Tableaux V.3 : L’interprétation probable des couleurs sous UV-visible

des composés naturels [70] est comme suit :

L’interprétation des couleurs Résultats de I’extrait (G.A) dans

UV-visible.
Rouge : Anthocyanidine-3-glucoside -
Rose : Anthocyanidine-3,5-diglucoside -
Orange : Anthocyanidine-3-glucoside -
Orange pale : Anthocyanidine-3- i

glucoside

Jaune : Flavonols +
Jaune péle : Flavonols +
Vert : Rutine -
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Bleu sombre : Flavonols, flavonones,
aurones

Bleu vif : Hydroquinones -

Bleu péle : Acide phénolique +

Bleu blanc fluo : Acide phénolique +

Violet :Flavonols, flavonones,
isoflavonones, flavone

Pourpre sombre : chalcones -

(1)

(2)
Figure IV.1: Les fractions de la VLC sur Cis de I'extrait n-butanol des parties
aériennes de G. aspalathoides Lamk.

(1) sous la lumiere UV 365 nm. (2) aprés révélation par I'iode.
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D’aprés l'interprétation des résultats par UV-visible on peut concluent que I'extrait
n-BuOH de G.A possede une richesse de métabolites secondaires notamment en
flavonoides (les taches jaunes et violettes), et 'acide phénolique (les taches
bleues pale) (Tableaux IV. 3). Ces résultats obtenus sont en accord avec les

travaux des auteurs [71,72] qui ont travaillé sur les flavonoides du Genre Genista.

IV.3.Les résultats de I'activité antioxydante

IV.3.1.La méthode bio autographigue

La révélation de la plague chromatographique par la solution de DPPH a montré
que I'extrait n-BuOH des deux espéces (G.A et G.Q) a une activité anti-radicalaire.
Cette activité est marquée par la présence de spots jaunes selon les figureslV.2 et
V. 3.

G. aspalathoides Lamk

(1) )

Figure IV.2 : Le chromatogramme de I'extrait n-butanol des parties aériennes de
G. aspalathoides Lamk

(1) sous la lumiére UV 365 nm.  (2) aprés révélation avec le DPPH
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G .quadriflora Munby

(1) (2) 3)

Figure 1V.3:Le chromatogramme de I'extrait n-butanol des parties aériennes de

G. guadriflora Munby

(1) et (2) sous la lumiére UV 365 nm.  (3) Plague CCM apreés révélation avec le
DPPH.

IV.3.2.La méthode colorimétrique

L’activité anti radicalaire de tous les extraits étudiés a été exprimée en valeurs I1Cs
(une valeur faible d’ICsp indique une forte capacité de I'extrait, tandis qu’'une valeur

élevée indique une faible activité de I'extrait).

Selon les mesures effectuées sur 'extrait n-butanol des especes G.A et G.Q, on a
calculé le pourcentage d’inhibition de DPPH selon la formule indiquée dans la
partie précédente. Les résultats obtenus sont représentés comparativement a

I'acide ascorbique dans le tableau suivant.
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Tableau IV. 4 : Les pourcentages d’inhibition d’extraits du DPPH en comparaison

avec I'acide ascorbique.

% d’inhibition de DPPH

Concentration Extrait n-BuOH ' Extrait n-BuOH

A.ascorbique

(mg/ml) de G.A de G.Q
100 96,99+0,4950 90+1,0748 89,35+0,6337
50 95,86+0,2433 80,8+0,1272 84,82+0,5787
25 95,29+0,0981 69,63+1,3576 71.03+0,1079
12,5 94,24 +0,35 57.94+2.1213 55,85+0.6158

6,25 84,12+0,4725 51,83+0,6225 44.68+0,7511
3,125 56.37+0,3365 47,64+1.5132 40+0.9945
IC50 2,81+0,0529 4,92+0,0566 9,70+0.0709

Les résultats obtenus par ce test permettent de tracer les graphes de la variation

du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour I'extrait n-BuOH

de deux especes G.A et G.Q (Figure IV.4). Ces courbes montrent que I'extrait

ainsi que le standard (acide ascorbique) réduisent de maniére dépendante le

radical

DPPH, C'est-a-dire,

le pourcentage de

réduction augmente avec

'augmentation de la concentration d’extraits jusqu’a un seuil ou le pourcentage

d’inhibition se stabilise avec I'élévation de la concentration.

Les pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations sont

reportés sur la figure suivante :

—
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% Inhibition= f(Concentration)

120
T
& 100 . —o
[a)  a
= 80 /ﬁ// —@—inhibition de |'acide ascorbique
c %
2 60 P
o 40 —@—inhibition de |'extrait n-butanol
E / de G,A
g 20 J inhibition de I'extrait n-butanol
<0 de G,Q

0 20 40 60 80 100 120

Concentration (mg/ml)

Figure IV.4 : Les courbes des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des

différentes concentrations.

% inhibition= f(Concentration)

120

100 o ®
80
60

—@— inhibition de |'acide ascorbique

40
%

20

% d'inhibition

0 20 40 60 80 100 120

Concentration (mg/ml)

Figure IV.5 : La courbe de pourcentage d'inhibition du DPPH d'acide ascorbique

(standard) en fonction de la concentration.

o D’aprés ces résultats, on comparant les valeurs de ICsy on constate que
lextrait n-BuOH de G.A a présenté une actvité antioxydante puissante
(1C50=4,92+0,0566 mg/ml) significativement importante par rapport au
standard d’acide ascorbique (IC5,=2,81+0,0529 mg/ml).

o A montré que l'extrait n-BuOH de G.Q a montré une activité antioxydante
moyenne (IC50=9,70£0.0709mg/ml) par rapport au standard d’acide
ascorbique (ICso= 2,81+0,0529 mg/ml).
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Conclusion

Les résultats du test DPPH et la méthode bio autographique de Iactivité
antioxydante des deux extraits butanol de Genista .Ont montré que les extraits de
ce genre Genista ont une efficacité significative par rapport aux normes utilisées
dans l'expérience, ou nous avons constaté que l'extrait butanol de
G.aspalathoides Lamk a une activité plus élevée que l'extrait de butanol de
G.quadriflora Munby et cela est di a la possibilité que G.aspalathoides Lamk
contienne des composés ayant une activité antioxydante supérieure a celle des

composants non détenus par G.quadriflora Munby.
IV.4.Les résultats de dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux a été réalisé selon la
méthode du réactif de folin-ciocalteau, I'acide gallique est le standard le plus
souvent employé dans cette méthode (dans ce mémoire on doit travailler par la
courbe d’étalonnage de la solution d’acide gallique déja préparée et nous utilisons

comme référence indiquée dans la partie précédente pour comparer les résultats).

La courbe montre une linéarité de I'absorbance en fonction des concentrations,

déterminées a partir de la courbe d’étalonnage suivant :

y=0,0145x+0.1477 ; R?*=0.9929

Absorbance= f(Concentration)

4 v =0,0145x + 0, 1477
3,5 R =ﬂ,99.53/
3
2.5
* Acide galligque

Linear {Acide galliquse)

Absorbance [nm}
I

o 100 200 300
Concentration (g 'ml)

Figure IV.6: La courbe d'étalonnage de l'acide gallique.

47

—
| —



Chapitre IV Résultats et Discussions

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec I'acide gallique et elle est exprimée en mg
d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

I%

Figure IV.7 : Dosage polyphénols de I'espéce G. aspalathoides Lamk.

S

Figure IV.8 : Dosage polyphénols G.Quadriflora Munby.
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La quantification des polyphénols des extraits a été représentée dans le tableau

suivant :

Tableau IV.5 : Résultats du dosage des polyphénols.

L’extrait Lateneur

n-butanol | Absorbance | Absorbance | Absorbance | Moyenne polyphénols

1 2 3 (mg EAG/Q)
G.A 0.898 0.873 0.920 0,897 51.68+0,02352
G.Q 1.407 1.367 1.364 1,3793 84.94+0,02401

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent que les teneurs en
polyphénol totaux varient considérablement entre I'extrait n-BuOH de deux
espéeces (G.A et G.Q).

Les teneurs en polyphénols totaux montrent que I'extrait n-BuOHde espéece (G.Q)
représente la teneur la plus élevée de 'ordre de 84.94 mgEAG /g (mg équivalent
acide gallique par g d’extrait), tandis que la teneur la plus basse a été obtenue
avec I'extrait n-BuOH de espece (G.A) de l'ordre de 51,68 mg EAG/g.

Nous avons remarqué que I'extrait n-BuOH de (G.Q) renferme plus de composés
polyphénols que I'extrait n-BuOH de (G.A). Les résultats sont résumés dans la

figure suivante :
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Quantité des polyphénols

90

80

70

60 H extrait n-BuOH de G,A

50

40 H extrait n-BuOH de G,Q
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Figure IV.9 : L’histogramme de la quantité en (mg EAG/g) des polyphénols dans
I'extrait n-BuOH de deux espéces G.Qet G .A.

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 [73,74]. Le dosage des polyphénols totaux de (Genista.
aspalathoides et quadriflora) a montré que l'extrait butanolique de G.quadriflora
Munby contenant des pourcentages élevés de polyphénols et présentant une
activité antioxydante inférieure par rapport a l'extrait de G.aspalathoides Lamk
contenant des pourcentages inférieurs de polyphénols .Ceci indique que la
concentration de ces groupes chimiques n'est pas le seul facteur révélateur des

activités antioxydantes.

Cette différence entre le pourcentage de teneur en phénols et [activité
antioxydante peut s'expliquer par la teneur de l'extrait G.aspalathoides Lamk en
acides phénoliques, en flavonoides et en isoflavones, ces derniers étant le
composé dominant dans cet extrait, ce qui conduit a la possibilité que ce soit l'un

des facteurs importants dans l'augmentation de I'activité antioxydante.
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Conclusion générale

Notre recherche basée sur I'étude des extraits buthanoliques, de G. aspalathoides
Lamk et G. quadriflora Munby, qui s’est faite par les différents tests de screening
dosages des polyphénols totaux, évaluation de ['activité antiradicalaire par la
méthode bio autographique, par la méthode colorimétrigue et par le

fractionnement de I'extrait butanol du Genre (G.aspalathoides Lamk ).

Les résultats obtenus grace au screening phytochimique nous ont permis de
mettre en évidence la présence de multiples métabolites secondaires ayant des
activités antioxydante connues tels que : les flavonoides, les alcaloides les
stérols, au niveau des extraits de I'espéce G. aspalathoides Lamk et G. quadriflora

Munby.

Le fractionnement par chromatographie liquide sous vide (VLC) de I’extrait BUuOH
de G. aspalathoides Lamket d’aprés l'interprétation des résultats par UV-visible
nous concluent que l'extrait n-BuOH de G.A possede une richesse de

métabolites secondaires notamment en flavonoides.

La quantification des polyphénols par les méthodes colorimétriques et enfin une
évaluation de l'activité antioxydante des deux espéces par le test au DPPH et
celui de la méthode Bio autographie sur des plaques CCM. Les résultats qu’on a
obtenus nous prouvent une bonne activité antioxydante de [I'extrait

butanolG.aspalathoides Lamk.
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