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Résumé

Ce travail porte sur I’étude des constituants phytochimiques et les activités biologiques in-
vitro des extraits de ces deux plantes Genista saharae (Cos. & Durr.) et Glycyrrhiza glabra L.

appartenant a la famille des Fabacées.

La composition chimique des extraits de la partie aérienne de la plante G. saharae et les
racines de G. glabra a été analysée via une chromatographie liquide a haute performance
RP-HPLC-PDA et une caractérisation par RMN *H et *C. L’activité antioxydante a été
évaluée par des méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogene et le transfert d’électron
singulier. L activité antimicrobienne des extraits a été testée vis-a-vis de différentes souches
en utilisant la méthode de diffusion des disques et la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI). En outre, le test d’hémolyse a été réalisé par le suivi de la fuit
d’hémoglobine. Tandis que, 1’activité inhibitrice du cholinestérase a été estimée par deux

enzymes 1’acétylcholinestérase AChE et la butyrylcholinestérase BChE.

L’analyse chromatographique a mis en évidence la présence des acides phénoliques, des
acides hydroxycinnamiques et des flavonoides (les flavonols, les isoflavanes et les
flavanones). Ce pendant, la caractérisation par RMN nous a permis d’¢lucider la structure de
la génistéine a partir de la plante G. saharae et la glabridine de I’espéce G. glabra. Le
potentiel antioxydant des extraits chloroformiques et acétates d’éthyles des deux plantes s’est
révélé intéressant avec des Clsoagts= 4,03 + 0,15 et 3,45 + 0,99 pg/mL respectivement et
avec une Agscuprac= 35,63 + 1,42 et 21,78 + 2,91 pg/mL. Les extraits chloroformiques des
deux plantes ont montré un pouvoir antibactérien important avec une CMI de ’ordre de 19,5
pug/mL. En plus, I’extrait chloroformique de G. glabra a manifesté une puissante activité
inhibitrice de BChE avec une 1Cso de 4,72 £ 0,72 pg/mL, une valeur supérieure comparée a
celle du standard galantamine. Enfin les tests d’hémolyse des extraits des deux pantes n’ont

pas montré d’effet toxique vis-a-vis des globules rouges humains.

Mots clés: Genista saharae (Cos. & Durr.), Glycyrrhiza glabra L., RP-HPLC-PDA, RMN,
ABTS, CUPRAC, CMI, BChE.



Abstract:

This work is based on the study of phytoconstituents and in-vitro biological activities of two
plants Genista saharae (Cos. & Durr.) and Glycyrrhiza glabra L. which belonging to the

Fabaceae family.

The chemical compositions of aerial part of G. saharae and G. glabra roots extracts were
analyzed by the high performance liquid chromatography and characterized with *H and **C
NMR. The antioxidant activities were evaluated using hydrogen atoms and single electron
transfer. The antimicrobial activity of the extracts was realized against different strains using
the Minimal Inhibitory Concentration (MIC). The hemolysis test was performed by following
the hemoglobin leakage. When, the cholinesterase inhibitory activity was performed through
the acetylcholinesterase and butyrylcholinestrase enzymes.

The chemical analysis revealed the presence of phenolic acids, hydroxycinnamic acid and
flavonoids illustrated by the presence of flavonol, isoflavane and flavanones. However, the
NMR spectroscopy allowed the characterization of genistein from G. saharae plant and
glabridin structure from G. glabra plant. The antioxidant assays revealed that chloroformic
and ethyl acetate extracts are the best among the others extracts with a ICspagts= 4.03 £ 0.15
and 3.45 £ 0.99 pg/mL, respectively and with an Agscuprac= 35.63 + 1.42 and 21.78 £+ 2.91
pg/mL. The chloroformic extracts of both Fabaceae presented the effective antibacterial
activity with MIC’s = 19.5 pg/mL against the most tested bacteria. Moreover, the same
extract showed a potent butyrylcholinestrase inhibitory activity with ICsogcre= 4.72 £ 0.72
pg/mL, which is too strong then the standard drug. When, the hemolysis tests of two plant

extracts showed that the extracts didn’t have a toxic effect against human blood cells.

Keywords: Genista saharae (Cos. & Durr.), Glycyrrhiza glabra L., RP-HPLC-PDA, NMR,
ABTS, CUPRAC, MIC, BChE.
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Liste des abréviations

ABTS : 2,2"-azino-bis 3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique
AChE : Acetylcholinesterase

AICl; : Trichlorure d’aluminium

AmB : Amphotéricine B

APG |11 : Groupe Phylogénique des Angiospermes Il
ATTC : American Type Culture Collection

BChE : Butyrylcholinesterase

BHA : Hydroxyanisole Butylé

BHT : Hydroxytoluéne Butylé

CCM: Chromatographie sur Couche Mince

Clsp: Concentration a 50%

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
CMI : Concentration Minimal Inhibitrice

CUPRAC : Cupric Reducing Antioxydant Capacity
DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power

Gent: Gentamicine

IP: Institut Pasteur

OMS: Organisation Mondial de la Santé

PBS : Phosphate Buffered Saline

RMN *C: Résonance Magnétique Nucléaire du carbon
RMN *H: Résonance Magnétique Nucléaire du proton
RP-HPLC-PDA : Reverse Phase- High Performance Liquid Chromatography- Photo Diode
Array

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

UFC : Unité Formant Colonie
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Au cours des dernieres années, la recherche de nouvelles substances présentant des activités
curatives est devenue une nécessité. A travers le monde, la médecine traditionnelle forme le
mode principal de prestation de soin de santé ou un complément a ce dernier. En effet, ’OMS
estime qu’environ 80% de la population africaine dépend encore de la médecine traditionnelle
en réponse a leurs besoins de santé. Alors que, dans les pays industrialisés, c’est sous forme
de thérapies complémentaires que les plantes sont utilisées. En Europe et en Amérique du
Nord, plus de 50% de la population ont eu recours au moins une fois a des compléments

alimentaires a base des plantes (OMS, 2002).

Les substances issues des plantes ont constitué et constituent encore la base de nombreuses
soins thérapeutiques dans plusieurs pays, et de nombreux principes actifs ont été isolés a partir
des plantes médicinales. Les recherches scientifiques antécédentes ont conduit a 1’isolement
de la morphine a partir du pavot (Papaver somniferum), la quinine et la quinidine a partir de

Cinchona spp., (Hartmann, 2007).

A cet effet, les savoirs et les pratiques traditionnels font I'objet d'un intérét croissant de la part
de la recherche, notamment pour I'industrie du médicament, qui grace a I'étude des remedes
ancestraux continue a découvrir de nouvelles molécules actives dont la digoxine du Digitalis
spp., la vincristrine et la vinblastine du Catharanthus roseus, I’atropine issue d’Atropa
belladona et de I’artémisinine isolée a partir d’Artemisia vulgaris. Ces composes furent en

grande partie responsables des progrés de la médecine au XX*™ siécle (Rates, 2001).

I1 est évident qu’une plante contient plusieurs milliers de substances différentes et on peut se
rendre compte de la richesse naturelle du régne végétal. Ces substances tels les alcaloides, les
composés phénoliques et les essences ne sont souvent que les produits secondaires de la
plante qui sont généralement I’ceuvre d’une réponse a des stimuli externes ce qui explique
leurs utilisations par I’homme a des fins thérapeutiques et industrielles dont les techniques
d’extraction, séparation et détermination de la structure ont été¢ développées pour comprendre
leur variation structurale afin d’identifier les composés biologiquement actifs pour 1’usage

médicinal et I’¢laboration des médicaments (Fabricant et Farnsworth, 2001).

Ainsi, le regne végétal avec ses 400 000 a 500 000 especes représente une source inépuisable
de molécules bioactives et le potentiel des plantes comme sources de nouveaux médicaments
reste immense. On estime qu’environ 1/3 des médicaments mis sur le marché contiennent au

moins une substance végeétale (Newman et Cragg, 2012).
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La flore Algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques dont
15% endémique (Quezel et Santa, 1963) reste trés peu explorée sur le plan phytochimique et
pharmacologique. Le Sahara Algérien dispose d’une biodiversité floristique exceptionnelle,
constituée de plus de 1200 espéces (Ozenda, 1991), dont prés de 162 espéces endémiques
sont recensée dans le Sahara septentrional seul et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire

d’utilisation traditionnelle des plantes.

Parmi les plantes sahariennes, se trouve la famille des fabacées (papilionacées) qui représente
la troisieme plus grande sous famille par rapport aux plantes a fleurs, elle est composée de
650 genres et d’environ 18000 espéces (Hanganu et al., 2016), et contribue activement dans
le domaine alimentaire, agronomique, industriel, pharmaceutique vu le nombre important de

ces genres et especes.

Dans ce contexte, le présent travail est consacré a 1’é¢tude du profil phytochimique de 04
extraits des deux fabacées de la flore locale d’Algérie: Genista saharae (Coss. & Dur.)
(El Merkh en arabe) et Glycyrrhiza glabra L. (Ark esousse en arabe). Ainsi que, 1’évaluation

leurs activités biologiques in-vitro a savoir :

e L ’activité antioxydante;
e [D’activité antibactérienne;
e L’activité antifongique;
e | ’activité hémolytique;

e [’activité anticholinestérase.
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Chapitre 1. Phytothérapie et métabolites secondaires
1. Généralités

Le Sahara est un endroit caractérise par un climat tres chaud et tres sec ou il ne pleut presque
jamais. Les propriétés du sol sont sableuses, salines, peu profondes et déficientes
en éléments nutritifs, ce qui constitue des facteurs limitant de la croissance des especes
végétales.

Cependant, malgré ces conditions défavorables, les régions sahariennes dévoilent une grande
variété floristique particulierement d’arbustes, ou des sous-arbustes fortement adaptées et
résistantes aux facteurs environnementaux. Ces espéces sont réputées pour étre un réservoir

naturel de biomolécules actives et efficaces contre plusieurs maladies.

Parmi ces plantes se trouve la famille des fabacées qui ont une attribution dans la durabilité de
cet écosysteme (Palici et al., 2015 ; Chaich et al., 2016). Cette famille constitue la troisiéme
plus grande famille par rapport aux plantes a fleurs (Wojciechowski et al., 2004), jouant ainsi
un role important dans plusieurs domaines tels que le domaine alimentaire, agronomique,

industriel et pharmaceutique.

Les espéces de cette famille sont trés diversifiées, ce qui permet a certaines plantes d’étre

considérées comme de nouvelles sources de molécules bioactives pour certaines pathologies.
2. La phytothérapie

Les plantes médicinales deviennent de plus en plus populaires dans les pays développés en
raison des effets secondaires suscités par les médicaments conventionnels. Il est largement
admis que les préparations a base de plantes, étant «naturelles», sont intrinsequement
inoffensives. Basée sur I’utilisation des plantes selon les vertus découvertes empiriquement, la
phytothérapie est le traitement par des plantes dont une ou plusieurs parties contiennent des
substances agissant sur une ou plusieurs pathologies ou sur un ou plusieurs symptomes. Les

préparations utilisées ont des doses pondérales bien étudiées (Goetz, 2013).

La particularité de ces plantes réside dans leur capacité de produire des substances naturelles
trés diversifiées. A coté des métabolites primaires, elles accumulent des métabolites dits

secondaires.

Ces métabolites secondaires, dépassant actuellement 200000 substances identifiées,
appartiennent a trois grandes classes : les composés phénoliques, les composés azotés dont

les alcaloides et les composes terpéniques. Chacune de ces classes renferme une trés grande

5
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diversité de composés et possédent une trés large gamme d'activités en biologie

(Bruneton, 1993 ; Vermerius et Nicholson, 2006). Le tableau 01 résume la diversité

structurelles et les activités pharmacologiques des métabolites secondaires des plantes

Tableau 01 : Caractéristiques structurelles et activités de divers composés phytochimiques

issus de plantes.

Phytoconstituants Exemple (s) Fonction (s) Références
thérapeutique (s)
Acide Acide vanillique, Acide Antimicrobien, Cowan, 1999
phénoliques galllqug, Acide cinnamique, Anth_el_mlnth_lque, Mute, 2009
Acide p-coumarique Antidiarrhéique
Quinones Hypericine Antimicrobien Cowan, 1999
Flavones Acacétine, Apigénine, Anti-inflammatoire, Kumar et al.,
Baicaléine Anticancéreux, Antiviral 2010
Patel et al.,
2010
Flavonols Catéchine, Rutin, Antioxydant, Anti- Sharma et
Rhamnétine inflammatoire al., 2010
Flavanones Eriodictyol, Naringinine, Hypotenseurs, Sutar et al.,
Sakuranétine Antitumorales, 2010
Vasodilatoires
Tannins Ellagitannin Antioxydants, Vidyadhar et
antiparasitaires al., 2010
Lignanes Laricirésinol, Calopoptine Anti-inflammatoires, Wang et al.,
Analgésiques, 2010
Antiparasitaires
Terpénoides Totarol, Capsaicine Antidiarrhéique Kumar et al.,
2010
Alcaloides Berbérine, Pipérine Antimicrobien, Wang et al.,
Anthelminthique, 2010
Antidiarrhéique
Saponines Spirostanol, Solanine Antidiarrhéique Patel et al.,
2010
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3. Classification des métabolites secondaire
3.1. Les composés phénoliques
3.1.1. Les polyphénols

Ce sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme secondaire pour se
défendre contre les agressions environnementales. lls sont localisés dans différentes parties
des plantes selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considérés. Ces composés
regroupent une multitude de molécules et représentent I’un des groupes les plus importants

présents dans le régne veégétal.

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da, et ayant outre les
propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres
protéines (Dangles et al., 1992; Hagerman et al., 1998 ; Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Les polyphénols rassemblent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique substitué avec un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Bamforth, 2000). Ils peuvent aller des molécules simples, comme les acides phénoliques
aux composés hautement polymérisés, de plus de 30 000 Dalton, comme les tannins
(Hagerman et al., 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Comme la majorité des métabolites secondaires, les polyphénols sont produits par les plantes

afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant:

+«+ Défense contre les pathogénes ; principalement les moisissures et les bactéries;

¢ Dissuasion alimentaire (d’ou le phénoméne d’allélopathie): certaines plantes produisent
des substances pour inhiber la croissance d’autres plantes;

¢+ Attraction des polinisateurs: les couleurs, mais aussi les odeurs attirent les insectes.
Exemple: certaines orchidées synthétisent des phéromones sexuelles qui sont des
substances volatiles émises par les insectes femelles pour attirer les insectes males.

++ Protection contre les rayonnements UV;

¢+ Molécules qui donnent des aromes et parfums aux plantes, ce qui sert principalement a
repousser les herbivores. Exemple: les polyphénols des palargoniums
(Sasaki et Takahashi, 2002).
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3.1.1.1. Classification des polyphénols

Les polyphénols se caractérisent par la présence d’au moins un cycle aromatique avec un ou
plusieurs groupements hydroxyles attachés. Plus de 8000 structures phénoliques ont été
répertoriées et elles sont largement répandues dans tout le regne végétal (Strack, 1997). Elles
peuvent étre classées en fonction du nombre et de la disposition de leurs atomes de carbone et

se trouvent généralement conjuguées a des sucres et acides organiques.
3.1.1.1.1. Les acides phénols

Les acides phénols ou acides phénoliques, ont une fonction acide et une fonction phénol. Ils

sont incolores et plutét rares dans la nature. Ils sont divisés en deux catégories:

Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoiques trés communs aussi bien sous forme libre
que combinée a I’état d’esters ou d’hétérosides (Haslam et Cai, 1994) (Figure 01) et les
acides phénols dérivés de ’acide cinnamique qui sont le plus souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, I’acide ferulique, ’acide p-coumarique et

I’acide sinapique (Haslam et Cai, 1994 ; Bruneton, 2009) (Figure 02).

o 0 o)
HO H:CO
OH OH OH
HO 7 .
OH HO

Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 01: Quelques acides phénols issus de 1’acide benzoique (Bruneton, 2009 ;
Pawlowska, 2006).

0
I 0 0
OH HiCO,_ HO
OH OH
-~
HO
HO” HO”
Acide cinnamique Acide ferulique Acide cafeique

Figure 02: Quelques acides phénols issus de I’acide cinnamique (Bruneton, 2009 ;
Pawlowska, 2006).
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3.1.1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 carbones, dont deux
cycles aromatiques a C6 (A et B) reliés entre eux par un pont a trois atomes de carbone C3
qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) (Figure 03). lls sont les plus nombreux des
composés phénoliques et se trouvent dans tout le régne végétal (Harborne, 1993). lls sont
présents en forte concentration dans I’épiderme des feuilles et la peau des fruits et ils ont des
réles importants et variés en tant que métabolites secondaires. Selon leurs structures les
flavonoides se devisent en 06 groupes: Flavones, flavonols, flavonones, isoflavones,

chalcones, aurones.

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, 1i¢ a des

oses et autres substances (Heller et Forkmann, 1993).

OH O

Y

O
Figure 03: Structure générale d’un flavonoide (Heller et Forkmann, 1993).
3.1.1.1.3. Les anthocyanes

Les anthocyanes donnent des couleurs trés variées: bleu, rouge, mauve, rose ou rouge. Ces
molécules ont comme les flavonoides un squelette de base en 15 carbones formé de deux
cycle A et B et d’un hétérocycle C. Leur caractéristique principale est que cet hétérocycle est
chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base commune: le cation
flavylium ou 2 phenyll-benzopyrilium (Figure 04) (Heller et Forkmann, 1993). Les

anthocyanes principaux sont:

+ La pelargonidine: qui a un OH en position 4’ et donne une couleur rouge orangée;

¢ La cyanidine: qui a deux OH en position 3’ et 4’ ou en 4°, 5. Elle donne une couleur rouge
magenta,;

¢ La delphinidine: qui est substituée par trois OH en position 3°,4°,5” et donne une couleur

mauve.

Les anthocyanes forment également des conjugues avec des hydroxycinnamates et des acides

organiques tels que les acides malique et acétique.
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Figure 04: Structure du cation flavylium ou 2-phényl-1-benzopyrilium
(Heller et Forkmann, 1993).

3.1.1.1.4. Les flavanes

Les flavanes sont sous forme de monoméres (ex: la catéchine) ou sous forme de polyméres
(dimeéres, trimeres..... de catéchine). Ils existent sous forme de plusieurs stéréoisomeres
provenant de deux carbones asymétriques: C2 et C3. Les flavanes sont tres répandus dans les

écorces végétales (Figure 05) (Jakupovic et al., 1988).

OH

OH (0] /
OH

OH

OH
Figure 05: Structure de la catéchine (Jakupovic et al., 1988).
3.1.1.1.5. Les tannins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes

principaux:

¢+ Les tannins hydrolysables: Ce sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules
de glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d’acide gallique
(Figure 06) (Sarni-Manchado et Chynier, 2006).

% Les tannins condensés (proanthocyanidines): Ce sont des composés phénoliques
hétérogenes. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polyméres de flavanes, flavan-3-

ols, 5 désoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols (Figure 07). Les polyméres donnent une

10
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structure hérissée d’OH phénoliques capables de former des liaisons stables avec les

protéines (De Matta et al., 1976 ; Sarni-Manchado et Chynier, 2006).

oH
Ho ol
S
ot | HO
"i\\h___,.- o 4 ____:_,: OH
oH ::n:\‘f’ 8 Y
,f'.hﬁ b _f{

Figure 06: Structure représentative de 1’acide tannique
(Gorger et al., 1994 ; Bruneton, 1999).

11
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Figure 07: Structures de quelques proanthocyanidines (Seigler et al., 1986 ; Kding et al.,
1994 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

3.1.1.2. Biosynthese des polyphénols
La biosyntheése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont:

3.1.1.2.1. La voie de I’acide shikimique

Dans cette voie, 1’erythrose-4-phosphate et le phospho-énol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbone lors de leurs dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1
formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les

flavonoides et tannins condensés (Haslam et Cai, 1994 ; Dewick, 1995).

Il est a noter que la tyrosine et la phenylalanine déerivent de cette voie métabolique. En effet,
ces deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre 1’acide shikimique et

I’acide cinnamique.

12
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4.1.1.2.2. La voie de I’acide malonique

La glycolyse et la f-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA qui donnent a son
tour le malonnate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines
polycétoniques obtenues par condensation répétée d’unité “Acétate” qui se fait par
carboxylation de I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par 1’enzyme acétyl-CoA
carboxylase (Fleeger et Flipse, 1964 ; Richter, 1993).

3.1.2. Les flavonoides

L’appellation “flavonoides” rassemble une trés large gamme de composés polyphénoliques
formés par un squelette a base de 15 atomes de carbone. Ces composés représentent le groupe
de composés phénoliques le plus diversifié ou plus de 4000 flavonoides ont été déja identifiés
(Harborne, 1989 ; Sarni-Manchando et Cheynier, 2006).

Le terme flavonoide dérive de la couleur jaune en latin (flavus). D’ailleurs, leurs fonctions
principales chez les végétaux semblent étre attribuées a leur coloration; au-dela de la
chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines (Wilson, 1987). Les flavonoides sont présents
dans différentes parties des végétaux supérieurs selon le type de I’espéce: racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois...etc. Aussi ils varient quantitativement et
qualitativement selon le stade de développement du végétal (Fritch et Griesbach, 1975).
Certains sont plus spécifiques de certains tissus (ex: les chalcones se trouvent plus

fréguemment dans les pétales de fleurs).
3.1.2.1. Biosynthese des flavonoides

Le squelette a 15 atomes de carbone est formé de deux cycles benzéniques C6 (A et B) reliés
par une chaine en C3, on parle donc de chalcones. Ces derniers représentent le précurseur
commun de tous les autres flavonoides (Heller et Forkmann, 1993 ; Griesbach, 1996 ;
Hashimoto et al., 2004).

La chalcone est métabolisée sous ’action de la chalcone isomérase en flavanone: naringénine.
C’est sur cette derniére qu’agit ensuite la flavone synthase ou la (2S)-flavanone-3-
hydroxylase pour donner les flavones: apigénine, dihydroflavonol et (2R-3R)-

dihydrokaemphérol respectivement (Figure 08).

Les deux enzymes citées fonctionnent différemment: la premiére introduit la double liaison
entre les carbones 2 et 3, tandis que la deuxiéme catalyse 1I’hydroxylation du C3. Le

dihydroflavanol en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-réductase, se
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meétabolise en flavonol, kaemphérol ou en flavan-3,4’diol et leucoanthocyanidol

respectivement (Ono et al., 2006 ; Seeram et al., 2006).

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupement hydroxyles, méthoxyles...... ) sur les deux cycles aromatiques et la

chaine en C3 intermédiaire ou I’hétérocycle.

A Détat naturel, les flavonoides se trouvent souvent sous forme de glycosides. Une ou

plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylées.
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Figure 08: Schéma simplifié de la biosynthese de différentes classes de flavonoides
(Morreel et al., 2006).
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3.1.2.2. Classification des flavonoides
Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différencies comme suit:

3.1.2.2.1. Flavonols

Les flavonols sont sans doute les flavonoides les plus répandus, étant donné qu’ils sont
repartis dans tout le régne végétal a I’exception des champignons et des algues. Ces derniers
se trouvent le plus souvent sous forme d’O-glycoside et la conjugaison se produit
généralement a la position 3 du cycle C mais des substitutions peuvent également se produire
aux positions 5, 7, 4°, 3’ et 5’ du cycle carboné (Figure 09). Les flavonols se distinguent par
un OH en position C3 (Morreel et al., 2006).

OH

OH

OH O

Kaempferol

OH O

Quercetin Myricetin
Figure 09: Structures des flavonols aglycones (Strack et Wray, 1992).

3.1.2.2.2. Flavones

Les flavones ont une relation structurelle trés proche des flavonols. Bien que les flavones,
telles que la lutéoline et 1’apigénine, ont des substitutions de cycle A et C, ils manquent
d’oxygénation en C3. Une large gamme de substitutions est également possible avec les
flavones, y compris I’hydroxylation, la méthylation, les O- et C-alkylations et la
glysosylation. La plupart des flavones se présentent sous forme de 7-O-glycosides.

Contrairement aux flavovols (Crozier et al., 2006).
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Figure 10: Structures des flavones apéginine et lutéoline et la vitexine.

3.1.2.2.3. Flavan-3-ols

Les flavan-3-ols sont la sous-classe la plus complexe des flavonoides, allant de simples
monomeres (+)-catéchine et son isomere (-)-épicatéchine, jusqu’aux proanthocyanidines

oligomeériques et polymeriques, appelées également tannins condensés.

Les flavan-3-ols, les proanthocyanidine et les flavanones ont un élément C3 saturé dans le
cycle C hétérocyclique (Clifford, 1986).

OH
OH

OH
OH

HO O ‘\\\\\\

",
“oH

OH
(+)-Catéchine (-)-Epicatéchine

Figure 11: Structures des flavan-3-ols monomeériques.
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3.1.2.2.4. Isoflavonoides

Les isoflavonoides sont caracterisées par la fixation du cycle B en position C3 plutét qu’en
C2. On les trouve presque exclusivement dans les Iégumineuses dont les concentrations les

plus élevées (US departement of Agriculture, Agricultural Research Service, 2002).

Les isoflavonoides, en particulier les aglycones sont présents dans les racines, les rhizomes, le
bois, 1’écorce et les graines, quelques fois dans les feuilles et les fleurs (lwashina, 2000).
C’est la famille des flavonoides la plus étudiée pour ses propriétés pseudo-cestrogénique. Les
isoflavonoides sont impliquées dans la signalisation symbiotique, dans la réaction de défense

et présentant ainsi un grand intérét pharmaceutique (Dixon, 1999).
3.1.2.2.5. Anthocyanidines

Les anthocyanidines ou anthocyanidols sont une sous-classe des flavonoides au sens large. Ils
sont tres répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments naturels retrouvés
essentiellement dans les tissus des fruits et des fleurs ou ils sont responsables des couleurs
rouges, bleu et pourpre. En outre, ils se trouvent également dans les tissus des feuilles, tiges,
graines et racines. lls sont impliqués dans la protection des plantes contre la lumiére excessive

et ils jouent également un réle important dans I’attraction des insectes pollinisateurs.

Les anthocyanidines les plus communs sont la pélargonidine, la cyanidine, la delphinine,
péonidine, la petunidine et la malvidine. Dans les tissus végétaux, ces composés sont
conjugués a des sucres appelés anthocyanine. Les anthocyanines sont conjugués a leurs tour

avec les hydroxycinnamates et les acides organiques tels que 1’acide malique et acétiques

(Crozier et al., 2006).
3.1.2.2.6. Flavanones

Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de double liaison en position 2,3 et la présence
d’un centre chirale en position 2. Elles sont synthétisées a partir des chalcones, par une

chalcone isomérase, cette réaction s’effectue spontanément en milieu alcalin

(Fowler et Koffas, 2009).

Environ 350 flavanones aglycones et une centaine de flavanones glycosylées sont répandues
dans plusieurs familles, en particulier les Asteraceae, les Rubiaceae, les Rutaceae et les
Luguminoseae. Beaucoup de flavanones aglycones sont retrouvées a 1’état libre dans les
écorces, les racines et les écorces de racines en particulier chez les Leguminoseae
(lwashina, 2000).
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3.1.1.3. Activités biologiques des polyphénols

De nombreuses études eépidémiologiques ont montré qu’une alimentation riche en
polyphénols diminue le risque de cancers, d’affection cardiovasculaire et d’autres maladies
chroniques. D’apreés Block et al., (1992) une consommation réguliere de fruits et de léegumes

diminue le risque de cancer jusqu’a 50%.

Leur intérét comme antioxydant se manifeste également dans le domaine de la protection

contre le stress photo-oxydant cutané induit par 1’exposition aux rayons solaires

(Fushs, 1998).

Parmi les flavonoides dont les activités sont reconnues, on a des flavonols comme la
quercétine, le kaemfeérol, la merycétine et des flavones comme 1’apigénine et la lutéoline. Ces
composés existent dans plusieurs légumes et fruits dont les pommes, les oignons...etc.
(Hertog et al., 1993).

Un nombre considérable d’études ont mis en évidence diverses activités biologiques des
polyphénols: antioxydante, antiradicalaire (Cotelle et al., 1992 ; Gutteridg et Halliwell,
1994 ; Néve, 2002), anti-inflammatoire (Emin et al., 1994 ; Nakajima et al., 2001),
antihypertenseur (Elbl et Wagner, 1991), anticancéreux (Gordon, 1991), antiallergique
(Matsuda et al., 1991), antivirale (Shahat et al., 2002) et possedent une activité phyto-
ostrogénique (Dixon, 2004).

Les isoflavones, sont des molécules qu’on trouve en abondance dans les especes des
légumineuses et en particulier dans les graines de soja (Kaufman et al., 1997;
Franke et al., 1999). En effet, il a été montré que 1g de poudre de soja renferment environ
800 pg de daidzéine et plus de 500 pg de génistéine (Dixon et Ferreira, 2002). Ces
molécules, appelées aussi phyto-cestrogénes, ont fait 1’objet de nombreux travaux de
recherche et ont prouvé leur action sur les risques de certains cancers et maladies

cardiovasculaires (Lee et al., 1991 ; Clackson et al., 1995).
3.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe diversifi¢ de composés d’origine naturelle, retrouvés chez 20%
des espéces végétales. Ils dérivent principalement des acides aminés et sont caractérisés par le
poids moléculaire faible et la présence de 1’azote. Ils constituent une classe de composés
organiques hétérocycliques azotés plus ou moins basiques présentant une grande diversité
structurale (Muniz, 2006 ; Ameyaw et Duker-Eshun, 2009).
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Ils sont produit normalement dans la plante sous forme de sels ou de bases libres ou en
combinaison (avec les tanins en particulier) (Bruneton, 1999 ; Kashani, 2012). En tant que
métabolites secondaires, les alcaloides jouent un role défensif dans la plante contre les

herbivores et les agents pathogénes.

En raison de leur puissante activité biologique, bon nombre des 12 000 alcaloides connus ont
été exploités comme produits pharmaceutiques, stimulants, stupéfiants et poisons
(Wink, 1993). Ils sont dotés a faible dose de propriétés pharmacologiques marquées
(ElI Tahchy, 2010). lls sont utilisés dans la prévention contre plusieurs maladies : cancer,

maladies cardiovasculaires, les infections virales...etc. (Namdeo, 2007).
3.2.1. Classification des alcaloides

La classification des alcaloides est basée sur plusieurs critéres, a savoir 1’origine biologique,
la voie de biosynthese, la structure et les propriétés spectroscopiques (Hesse, 2002). Une autre
classification a été rapportée par Bennett et Wallsgrove, (1994) ou les alcaloides ont été

divisés en trois grandes classes en fonction des précurseurs et la structure finale:

» Alcaloides vrais : lls dérivent des acides amines, basiques et contiennent 1’azote dans

I’hétérocycle, par exemple la nicotine et I’atropine (Figure 12) ;

H

A\
\ ‘\\\\\ T
/ H5;C

N
Nicotine

Figure 12: Structure chimique de la nicotine (Rodney et al., 2000).
» Pseudo-alcaloides : Ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, ils sont basiques mais ils ne dérivent pas des acides aminés, par exemple

la caféine et la solanidine (Figure 13) ;
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Figure 13: Structure chimique de la caféine (Rodney et al., 2000).

» Proto-alcaloides : Ce sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclu dans un
systeme hétérocyclique, ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir

d’acides aminés.
3.2.2. Biosynthese des alcaloides

La biosynthese des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique. La basicité de la
plupart de ces alcaloides impose leur compartimentation dans les vacuoles cellulaires. Leur
synthese s’effectue le plus souvent au niveau des sites précis. Ils sont ensuite transportés dans

leur site du stockage (Bruneton, 1999 ; Rios et Recio, 2005).

L’ornithine et la lysine, les acides diaminés, la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane,
acides aminés aromatiques sont le point de départ de la synthese de nombreux alcaloides. La
premiére étape consiste dans tous les cas a la décarboxylation des acides aminés par des
décarboxylases spécifiques. La tyrosine et la phénylalanine, composés a 1’origine du noyau
aromatique sont les précurseurs d’importants groupes des alcaloides isoquinoléiques
(Breneton, 1999).

3.2.3. Activités biologiques des alcaloides

Les propriétés biologiques des alcaloides sont aussi variées que leurs structures. Elles sont
bénéfiques dans le traitement de différentes maladies ou des dysfonctionnements de
I’organisme humain (Muniz, 2006). Les alcaloides agissent au niveau du systeme nerveux
central comme antidépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulant (strychnine, caféine).

Ils peuvent étre utilisés comme des antitumoraux et antipaludiques (Bruneton, 1999).

Les alcaloides possédent aussi des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et

antibactériennes (Karou, 2006).

21



Premiére partie Partie bibliographique

3.3. Les térpenoides

Les terpenes, ou isoprénoides, sont I’une des classes de métabolites les plus diverses. Le
dictionnaire des produits naturels a répertorié plus de 30 000 térpenoides, principalement
d’origine végétale, englobant les ardmes et les parfums, les antibiotiques, les hormones
veégetales (Buckingham, 2004). Bien que les structures chimiques finales des terpénes soient
aussi diverses que leurs fonctions, tous les terpénes sont dérivés d’un assemblage séquentiel
de blocs de construction moléculaires dont chacun consiste en une chaine ramifiée de cing

atomes de carbone (Dewick, 2001).

La classification des teérpenes est issue de la condensation d’unité isoprénique d’un nombre
variable pour donner les monoterpénes (Cip), sesquiterpenes (Cis), diterpénes (Cy),
triterpénes (Cgp), tetraterpenes (C4o) (Mebarki, 2010).

Cette classe a des intéréts biologiques importants et elle est utilisée dans les produits
pharmaceutiques, ainsi comme colorants alimentaires, antibactériens, antiviraux, arbmes et
parfums (Ayad et al., 2008).

CHs
CHs
OH
_ on OH
HaC CH =
3 : N HaC CH,
Geraniol Menthol Thymol

Figure 14: Structure de quelques composés terpeniques.
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Chapitre 2. Famille des Fabaceae
1. Généralités

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, reparties aussi
bien en milieu tempéré que tropical (Wojciechowski et al., 2004). La famille des Fabaceae
(faba, féve) doit son unité a son fruit, appelé gousse ou légume, d’ou 1’autre dénomination de
Légumineuse sous laquelle cette famille est plus connue. Les formes arborescentes
prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions tempérées
(Dupont et al., 2007).

Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les habitats arides et semi-arides
est reliée a leur métabolisme dépendant de 1’azote, qui est considéré comme une adaptation
aux variations climatiques imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de I’azote via la
symbiose légumineuse-rhizobium permet aux plantes de cette famille d’obtenir des taux

élevés en azote ammoniacal au niveau de leurs racines (Wojciechowski et al., 2004).

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées dans un
but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale (trefle,
luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leur fibres, comme combustible, pour leur
bois, et leur utilisation en médecine comme source de composés thérapeutiques (spartéine

extraite du genét a balais, réglisse) (Wojciechowski et al., 2004).
2. Caracteres botaniques de la famille

Les plantes de cette famille possédent plusieurs caractéres morphologiques en commun,
Néanmoins, cette famille est caractérisée par de trés nombreux types floraux, dues a plusieurs
tendances évolutives, plus ou moins synchrones, et en particulier, une réduction du nombre
des étamines et la création d’une fleur zygomorphe. Les feuilles de cette famille présentent

également une évolution morphologique.
2.1. Appareil végétatif

Les racines sont également pivotantes et laissent apparaitre des nodosités a rhizobium qui se

forment si le sol est pauvre en azote (Dupont et al., 2007).

Les feuilles sont généralement alternes, pennées ou trifoliolées et stipulées. Cependant
guelques évolutions sont notées: la foliole terminale peut étre absente (feve) ou en forme de

vrille (vesce), les folioles sont remplacées par des épines (ajonc), les stipules font place a des
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épines (robinier faux-acacia), le nombre de folioles peut étre réduit (trefle, genét), le nombre
de folioles peut étre de type palmée (lupin).

2.2. Appareil reproducteur

Les inflorescences sont des grappes plus ou moins allongées. Toutes les Fabaceae possedent

un ovaire formé d’un seul carpelle. Celui-ci est supére et surmonté d’un style et un stigmate.

Le fruit, élément le plus constant et qui caractérise cette famille, est appelé gousse ou légume.
Il s’agit d’un fruit qui s’ouvre en général a maturité. Le nombre d’ovules est variable. Ils
évoluent pour former une graine arquée, exalbuminée, qui est souvent riche en composés a
haute valeur alimentaire comme: 1’amidon (pois, féves, lentilles), des lipides (arachides,

graine de soja), des protéines (graine de soja).
2.3. Phylogénie

L’étude phylogénétique de cette famille a été initiée avec le géne chloroplastique rbcL,
(RuBisCo L) confirmant  l’origine  monophylétique  de cette famille
(Wojciechowski et al., 2004). Les Fabaceae peuvent étre reparties en 4 sous-familles selon
I’ Angiosperm Phylogeny Group APG 111, (2009)

» La sous-famille de Bauhinioides, avec les arbres a Orchidées (Bauhinia) et les arbres de
Judée (Cercis)

» Lasous-famille des Mimosoideae

» Lasous-famille des Caesalpinoidae

» La sous-famille des Papilionoidae ou Faboideae comprenant le genre Genista.
2.3.1. La sous-famille des Papilionoidae

La sous-famille des Papilionoidae est certainement la sous-famille la plus étudiée, en
particulier en raison du grand nombre de plantes appartenant a cette famille, 467 genres et
13860 especes (Wojciechowski et al., 2004). On retrouve dans cette sous-famille des arbres,
en général exotique, des lianes, mais aussi beaucoup de plantes herbacées vivaces ou

annuelles.
2.3.1.1. Caracteres botaniques

Il s’agit d’une famille exceptionnellement homogene, trés reconnaissable a I’aspect de ses
feuilles alternes, stipulées et composés pennées, a celui de ses fleurs, a corolle dite
« en papillon » et par ses fruits appelés gousse (Dupont et al., 2007). Traditionnellement, les

Papilionoideae ont été caractérisees par des traits qui sont considérés comme des
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synapomorphies de la sous-famille (Wojciechowski et al., 2004). Les éléments les plus
caractéristiques concernant la fleur des Papilionoideae sont:

Les fleurs sont cyclisées, hermaphrodites et fortement zygomorphes par la corolle.

La corolle, a symétrie bilatérale, présente une forme dite « papilionacée » c'est-a-dire qu’elle
est constituée de cing pétales disposés en forme de papillon.

L’androcée compte six étamines qui peuvent étre libres ou soudées. Elles s’unissent le plus

souvent par leurs filets, formant un tube autour du carpelle.
2.3.1.2. Phylogénie

Du point de vue phylogénétique, la sous-famille des Papilionoideae a été étudiee a partir du
locus rbcL et la région trnL-F, puis plus récemment & partir du géne matk®

(Wojciechowski et al., 2004), ce qui a confirmé 1’origine monophylétique de Papilionoideae.

Les Papilionoideae peuvent étre divisées en 07 clades selon les relations phylogénétiques
établies a partir du gene plastidique matK :
» Les Dalbergioides lato sensu, les Millettioides, les Mirbelioides, les Robinoides, les IRLC

(pour Inverted Repeat-Lacking Clade), Cladrastis et les Genistoides.
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Chapitre 3. Plantes étudiées
1. Genista saharae (Coss. & Dur.).

Le genre Genista a éte decrit pour la premiere fois par Linne en 1753. Il appartient a la famille
des légumineuses (Fabales), sous-famille des papilionacées (fabacées) et a la tribu des
Génistées (Maire, 1987).

En Algérie, le genre Genista compte environ 150 especes (Lograda, 2010), regroupant
environ 200 taxons arbustifs, dont 25 espéces indiquées dans la flore Algérienne et 11 especes
sont endémiques (Kacem et al., 2016 ; Chouikh et al., 2018).

Ce genre se distingue également par ses effectifs élevés d’especes, SOus especes et ces variétés
endémiques et rares. D’aprés la bibliographie, ce genre montre une richesse en composés
phénoliques, notamment les isoflavonoides connus pour leurs activités biologiques diverses.
Toutes ces qualités font de ce genre une cible intéressante qui mérite d’étre mieux connue afin

de mettre en lumiére ses vertus thérapeutique.
1.1. Distribution géographique du genre Genista

Le genre Genista est largement distribué dans le bassin méditerranéen. En Algérie, il est
localisé dans la région Est et Sud-Est et au grand Sahara (Lograda, 1996). C’est une plante

endémique du Sahara et qui se retrouve rarement au Sahara Septentrional.
1.2. Taxonomie de la plante Genista saharae (Coss. & Dur.)
La classification de la plante G. saharae est répertoriée comme suit:

¢ Reégne: Plantae

< Embranchement: Spermaphytes

+ Classe: Magnoliopsida (dicotylédones)

% Ordre: Fabales

s Famille: Fabaceae (Légumineuse)

% Genre: Genista

¢+ Espéce: Genista saharae Coss. & Dur. (Synonyme : Spartidium saharae),
(Calobota saharae), nom vernaculaire: Merkh (z _-1").

1.3. Description botanique de 1’espéce Genista saharae (Coss. & Dur.)

L’espéce G. saharae possede un calice a 5 segments, les deux supérieurs libres ou soudés, les
trois inférieurs formant une lévre a 3 dents profondes, rarement calice campanulé a 5 dents

subégales. Caréne oblongue, droite ou presque, biggibeuse latéralement. Etendard étroit, 10
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étamines monadelphes en tube non fondu, 5 longues et 5 courtes. Stigmate oblique. Gousse
déhiscente, variable. Arbrisseaux épineux ou parfois aphylles et junciformes. Feuilles 1-3

folioles, stipulées ou non, graines non arillées (Figure 15) (Quezel et Santana, 1963).

Figure 15: Photos représentant la partie aérienne de la plante G. saharae.

1.4. Les métabolites secondaires les plus courants

La recherche bibliographique réalisée sur cette famille montre que la majorité des études
phytochimiques effectuées certifie la richesse ainsi que la diversité structurale de ce genre en
métabolites secondaires tels que: les composés phénoliques de type flavonique et
isoflavonique (Zapesochnaya et Laman, 1977 ; Watanabe et al., 1993 ; Leda Mathias et
al., 1998 ; Lopez Larazo et al., 1998 ; Farag et al., 2001 ;Han et al., 2001 ; Ito et al., 2003),
les coumarines (Estévez-Braun et Gonzalles, 1997), les alcaloides (Jouglard et al., 1973 ;
Keeler, 1989 ; Huxtable, 1990), et en petite quantité les stéroides (Ali et al., 2001) et les
saponosides (Khalifa, 2000).

Le genre Genista est connu par sa grande richesse et diversité en flavonoides, parmi ces
composés appartenant a la sous-classe des flavones on trouve la vitexine qui n’est autre que
de I’apigénine-8-glucoside (Mikkiou, 2005).

L’investigation sur G. saharae poussant en Libye a permis la description de deux isoflavones:
la 4’-O-méthyl-8-C-B-D-glucopyranosylgénistéine et 8-C-B-D-glucopyranosylgénistéine,
(Osama et al., 2000) ainsi qu’un isoflavone a été identifié sur les espéces poussant en Algérie
(Mekkiou et al., 2005).

27



Synthese bibliographique

Chapitre 3. Plantes éfudiées

Les travaux effectués sur le genre Genista ont confirmé I’abondance des flavonoides plus

particulierement les isoflavones. Nous allons nous limiter a citer quelques exemples de

d’isoflavonoides isolés d’especes de cette famille notamment (Figure 16):

3°.,4,5 7 tétrahydroxyisoflavone;

Hydroxyalpinumisoflavone;

4' 5-Dihydroxy-7-methoxyisoflavone-4'-O-f-D-glucopyranoside;

4' 5-Dihydroxy-7-methoxyisoflavone;

4’, 5, 7-trihydroxyisoflavone connue sous le nom de la Génistéine;

Ficuisoflavone;
4’, 5, 7-trihydroxy 6-méthoxy isoflavone;
5, 7-dihydroxy 8-C-glucosylisoflavone;

4’, 5, 7-trihydroxy 8-C-glucosylisoflavone (8-C-glucopyranosylgénistéine);

4’, 7-dihydroxy 8-C-glucosyl 5-methoxyisoflavone.

HO o) CcH

3'.4'5,7-Tétrahydroxyisoflavone

CHs

O O

oHq OH

OH o) OH
o o
CH,OH

4',5-Dihydroxy-7-methoxyisoflavone-4'O-f3-D-glucopyranoside

\\\\\\\O H

CHj

CHs

Ficuisoflavone

HO

4', 5, 7-trihydroxy 6-méthoxy isoflavone

o

Hydroxyalpimisoflavone

CH;—O

(o]
Génistéine OH
Glc
HO (e}
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5, 7-dihydroxy 8-C-glucosylisoflavone 4', 5, 7-trihydroxy 8-C-glucosylisoflavone

HO CH,OH

OH
4', 7-dihydroxy 8-C-glucosyl 5-methoxyisoflavone

Figure 16: Structure de quelques isoflavonoides isolées de genre Genista (Mekkiou, 2005).

Les études effectuées sur le genre Genista sont menées aussi sur les alcaloides. Selon
Christov et al., (1991) douze alcaloides quinolizidiniques ont été isolés de quelques especes
de la tribu des Genisteae (Figure 17). La méme étude a montré qu'il existe une corrélation
entre la morphologie de certaines especes et leurs contenus alcaloidique. Dans la tribu
Genisteae les genres Lupinus, Chamaecytisus, Corothamnus, Genista et Chamaespartium
sont les plus riches en alcaloides. Rensen et al., (1994) constatent que la distribution des
alcaloides tel que la cineverine, la cineroctine et le 13-a-hydroxylupanine n'est pas uniforme
dans les différentes espéces de la section Spartioides. Greinwald et al., (1992) montrent que
la distribution des alcaloides differe d'un organe a l'autre chez Genista cinerea.

OH

Retamine Lupanine Anagyrine 17-Oxoretamine
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@)
O OH
‘1 O)I\/I\/\/
. . o) . .
Cineverine Cineroctine

13 alpha-hydroxylupanine  10-alpha hydroxyméthyl
Figure 17: Structures de quelques alcaloides isolés du genre Genista (Boutaghane, 2013).

La comparaison des profils chromatographique par GC et GC/MS des huiles essentielles de
six espéces du genre Genista, montrent une richesse des essences en acide gras et une
abondance faible du point de vue quantitative et qualitative des mono et sesquiterpénes.
L’acide palmitique est le plus abondant entre 65 et 45,3%, les monoterpénes représentent un
taux de 5,49% par rapport aux autres espéces. Pour ce qui est sesquiterpenes leur présence se
révele significative pour les especes G. tricuspidata et G. microcephala. Les divers composés

terpéniques présents dans la plante G. saharae sont comme suit:

1. Monoterpenes : Terpinene-4-ol, a-terpinéol, Géraniol, (E)-p-ionone et Géranyllinalol.

2. Sesquiterpenes : Elémol.

3. Nerisoprenoides : B-damacénone E, Mégastigmatrienone 4, Mégastigmastriénone 2 et
Safranal (Lograda, 2010).

1.5. Utilisation thérapeutique du genre Genista

Le genre Genista regroupe de nombreuses plantes utiles ayant des applications industrielles,

alimentaires, thérapeutiques ou encore ornementales (Debelmas et Delaveau, 1983).

L’intérét agronomique provient en premier lieu de leur aptitude a s’associer a des bactéries du
sol (Rhizobiacées), spécialement la bactérie « Rhizobium leguminosafum », pour former des
organes symbiotiques racinaires « nodules » au sein desquels ces bactéries transforment
I’azote atmosphérique en une forme assimilable par la plante, grace a quoi, ils peuvent
produire en abondance des protéines végétales méme en 1’absence de fertilisation azotée. Pour

cela, elles sont dites plantes améliorantes (Echevin, 1964 ; Maylona et al., 1995).
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Certaines especes du genre Genista possedent des vertus médicinales. Au Maroc dans la
région de Tafilalet, Genista saharae est préconisée dans les désordres digestifs alors que
Genista microcephala est utilisée pour les intoxications alimentaires et pour les infections
microbiennes (El-Rhaffari et al., 1999).

Dans la région Pallars, Genista balansae est utilisée comme antalgique et anti-inflammatoire
(Agelet et Valles, 2003). Dans I'lle de Madére Genista tenera est utilisée en médecine

populaire pour le contréle du diabete (Rauter et al., 2009).

Les extraits flavonoiques de Genista ephedroides, testés contre 1’antigénotoxicité des
médicaments anticancéreux mutagénes, montrent une réduction de la génotoxicité
(Scarpato et al., 2008).

Une autre étude ethnobotanique de quelques plantes utilisées dans la médecine traditionnelle
dans la région d’Oued-Righ du désert Algérien a montré que la plante
Genista saharae (Coss. & Dur.) peut étre employée pour remédier au froid, a la grippe et aux
problémes du systéme respiratoire (Lakhdari et al., 2016).
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2. Glycyrrhiza glabra L.

La flore Algérienne est caractérisee par sa diversité: méditerranéenne, saharienne et
paléotropicale, I’identification de cette flore a été décrite par plusieurs botanistes, en
particulier la famille des Fabaceae (Légumineuses) qui est la plus importante parmi les
dicotylédones du régne végétale (Ozenda, 1991). C’est la famille végétale qui fournit le plus
grand nombre d’espéces utiles a ’homme qu’elles soient d’ordre alimentaire, industriel ou

médicinal (Saoudi, 2008).

La réglisse communément appelée Glycyrrhiza glabra L. ou Arg esousse (us~dl 3=) en
arabe fait partie de la famille des Fabaceae. C’est une plante utilisée a des fins a la fois
culinaires et médicinales (Gaby, 1988).

L’étymologie de son nom botanique nous renseigne sur ses propriétés. En grec, le mot
glycyrrhiza se décompose en deux (glycys et rhidza) qui signifie respectivement doux, sucré
et racine. Le nom du genre, glabra, dérive du latin glaber qui signifie glabre et se rapporte a
la gousse imberbe (Garnier et al., 1961 ; Ferrari, 1984 ; Couplan, 2000).

2.1. Morphologie de la plante Glycyrrhiza glabra L.

L’espéce Glycyrrhiza glabra L. est une plante herbacée vivace, atteignant 1m de haut, a
feuilles pennées d’environ 7 a 15 cm de long avec 9 a 17 folioles. Les fleurs mesurent
0,8-1,2 cm de long de couleur pourpre a bleue blanchatre pale. Le fruit est une gousse

oblongue de 2 a 3 cm, contenant plusieurs graines (Huxley, 1992).

L’arbuste Glycyrrhiza est un membre de la famille des pois et pousse dans les climats
subtropicaux dans un sol riche. Sous terre, la plante possede un systeme racinaire étendu avec
une racine pivotante (Figure 18). Cette derniere est récoltée a des fins medicinales, elle est

douce, fibreuse et présente un intérieur jaune vif (Olukoga et Donaldson, 1998).
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Figure 18: Photos représentant la plante Glycyrrhiza glabra L.

(A: partie aérienne de la plante ; B: les racines).
2.2. Taxonomie de la plante Glycyrrhiza glabra L.
La classification botanique de la réglisse est présentée comme sulit:

% Reégne: Plantae

¢+ Sous-régne: Tracheobionta

¢ Embranchement: Magnoliophyta

% Sous-embranchement: Magnoliophytina
++ Classe: Magnoliopsida (dicotylédones)
% Sous-classe: Rosidae

+ Ordre: Fabales

% Famille: Fabaceae (Légumineuse)

s Genre: Glycyrrhiza

»+ Espéce: glabra Linn.

% Nom binomial: Glycurrhiza glabra Linn. (Ghedira et al., 2010).
2.3. Répartition géographique de la plante Glycyrrhiza glabra L.

Originaire des régions fertiles de la Mésopotamie et de I’Iran, la réglisse se répandit largement
en Chine et sa culture fut réalisée avec succes, en Espagne et en France au XIXéme siéecle
(Delaveau, 2003). Plusieurs variétés de réglisse de type Glycyrrhiza glabra L. ont été
décrites. Celles-ci sont originaires essentiellement de la région méditerranéenne, du centre et
du Sud de la Russie, de 1’Anatolie, de I’'Iran, du Turkestan, de la Syrie et du sud-ouest de
I’ Asie.
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2.4. Partie utilisée en médecine traditionnelle

La partie utilisée pour I’espéce Glycyrrhiza glabra L. est le rhizome. Ce dernier est tres
employé pour le nettoyage des dents. La décoction de rhizome est indiquée contre les
gingivitis (Benkhnigue et al., 2011). La reglisse est utilisee comme anti-inflammatoire,
antispasmodique, adoucissant, détersif, diurétique et laxatif. La poudre de racine de la réglisse
est envisagée pour traiter 1’asthme (Ghourri et al., 2011), L’infusion préparée par les racines
est indiquée par voie orale contre 1’ulcére de I’estomac, 1’asthme et le rhumatisme
(Bouayyadi et al., 2015).

L’abus de consommation de réglisse peut entrainer une hypokaliémie sévére avec une
hypertension artérielle et parfois une fibrillation ventriculaire. Ces troubles sont dus a 1’acide
glycyrrhétique qui perturbe le métabolisme de la cortisone (Benkhnigue et al., 2011 ; Baba
Aissa, 2011).

2.5. Composition chimique des racines de I’espéce Glycyrrhiza glabra L.

Les racines et les rhizomes de la réglisse ont des propriétés physiologiques complexes
provenant des différents principes actifs qui ont été isolés et dont la structure chimique et les

actions thérapeutiques sont bien connues (Hornok, 1992).

Au total, environ 400 constituants ont été décrits pour I’espéce G. glabra L. mais les activités

biologiques concernant environ un quart d’entre eux.
D’une part, les racines renferment des substances courantes dans la nature:

e Des coumarines: licocoumarone et autres coumarines: ombelliférone, herniarine,
licobenzofurane et kaempferol 3-O-méthyl éther (Hatano, 1989).

e Des composés volatils aromatiques (environ 0,04 a 0,06%) dont plus de 40 ont été
identifiés: anéthol, estragole, eugénol, carvacol, fenchone, guaiacol, géraniol, linalol,
p-cyméne, thujone, thymol, a-terpinéol ; les 03 premiers étant a 1’origine des arbmes de la
racine, avec I’indole et la y-nonalactone. Sont présents également des acides aliphatiques
(acide benzoique, caproique, linoléique, palmitique, propionique, salicylique), des
aldéhydes (benzaldéhyde, furfural), des cétones, des esters, des éthers, des alcools et des
hydrocarbures (Tang et Eisenbrand, 1992).

e Des sucres: glucose (jusqu’a 4%), fructose, maltose, saccharose (2,4 — 6,5%).

e Des polysaccharides (environ 10%): le glycyrrhizane GA est polysaccharide

essentiellement composé d’arabinose (54%) et de galactose (30%). Sont présents
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également 02 autres polysaccharides acides glycosyl phosphatidyl (GPI et GPII). Ces 02
polysaccharides, nous trouvons 25 a 30% d’amidon et 2,5% de saccharose (Shimizu,
1991 ; Wichtl et Anton, 2003 ; Fintelmann, 2004 ; Meyer, 2004).

e Des stérols: B-sitostérol, stigmastérol.

e Autres: acides aminés (2 a 4% asparagine), gomme, résines, graisses (0,8%), substances
ameéres (Pierre, 1982 ; Wichtl et Anton, 2003).

A coté des ces composés, 1’espece G. glabra L. renferme des principes actifs plus spécifiques

a savoir:
2.5.1. Les saponosides tritérpiniques (2-15%)
2.5.1.1. La glycyrrhizine

La glycyrrhizine est considérée comme la substance déterminante dans les actions
antitussives et expectorantes de la réglisse. Cette molécule a été isolée de la racine pour la
premiére fois en 1809 par Robiquet. En 1907, Tschirch et ses collaborateurs ont aboutie de
I’isoler a son état pur et trouvent qu’elle s’hydrolyse en acide glycyrrhétique et acide

uronique, sans réussir a identifier la nature de ce dernier.

En 1936, Voss et ses collaborateurs trouvent la formule de glycyrrhizine (Cs2Hg2016)

(Figure 19) et de I’acide glycyrrhétique (C3oHs604).

La glycyrrhizine est un saponoside présent sous forme d’un meélange de sels: sels de calcium,
de magnésium et de potassium, a une teneur de 3 a 5% de la drogue séche, cette teneur varie
selon I’origine de 1’échantillon, la variété et selon la période de la récolte le taux de la
glycyrrhizine augmente avec 1’age de la plante, de plus son taux serait maximal en période de

floraison (Duke, 2003).

La glycyrrhizine a une saveur 50 a 60 fois plus sucrée cristallisée, ce qui fait de la réglisse un
édulcorant. Elle agit par I’intermédiaire de son aglycone ’acide glycyrrhétique qui donne a la
réglisse ses propriétés anti-inflammatoires, antiulcéreuses (mucoprotectrice), antitussives et
expectorantes. Cet aglycone résulte de I’hydrolyse de la glycyrrhizine en acide 18
B-glycyrrhétique (enoxolone), plus molécules d’acide D-glucuronique (Girre, 2001 ; Wichtl
et Anton, 2003 ; Schauenberg et Paris, 2005 ; Zahalka, 2005).
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HOOC

oH Glycyrrhizine

Figure 19: Structure de la glycyrrhizine isolée de 1’espéce Glycyrrhiza glabra L.

L’acide glycyrrhétique (Figure 20) est un acide carboxylique a squelette oléanane caractérisé
par la présence d’une cétone. Il s’agit d’un triterpéne pentacyclique (Girre, 2001 ; Ross,
2001 ; Meyer et al., 2004).

HO

L'acide glycyrrhétique

Figure 20: Structure de 1’acide glycyrrhétique.

2.5.1.2. Les autres saponosides

De nombreux saponosides triterpiniques apparentés sont également présents mais en faibles

concentrations:

e Le 24-hydroxyglycyrrhizine (environ 100 fois plus sucré que le sucre de canne)

e Le sojasaponines | et Il

e Des heterosides correspondants a une vingtaine d’autres aglycones: acide 18 a-
glycyrrhétique, acide 18 a-hydroxyglycyrrhétique (acide glabrinique), 28-
hydroxyglycyrrhétique, glabrolide et de nombreux dérivés (Girre, 1992 ; Ross,
2001 ; Wichtl et Anton, 2003).
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e [B-amyrine, glycyrrhizine, glycyrrhetol, glabrolide, acide licoric, acide liquiritique
(Hayashi et al., 1992 ; Newall et al., 1996).

2.5.2. Les flavonoides (0,65-2%0)

Ce sont des flavonoides de la sous classe des flavones et des isoflavones, représentes par le
liquiritoside et I’isoliquiritoside qui ont des propriétés essentiellement antispasmodiques et
qui jouent un réle préventif et curatif vis-a-vis des ulceres gastriques (Girre, 1992, 2001 ;
Schauenberg et Paris, 2005).

Les isoflavones sont presque spécifiques des Fabacées et sont responsables avec les flavones
de la couleur jaune des rhizomes (Hornok, 1992).
Shinoda et Ueeda, (1934) ont découvert le liquiritoside. Ils découvrent également que cette
molécule se dédouble en glucose et en luiquiritigénine (Figure 21) (Garnier, 1961).
De nombreuses autres flavones sont également présentes:

- Les licoflavones A et B;

- Les licoisoflavones A, B et C;

- Des isoflavones (formonoétine, glabrol). La génistéine qui posséde des propriétés

pseudo-cestrogénique;

- L’apigénine, ainsi que de nombreux dérivés.

HO. (o}

Liquiritoside

HO

OH (0]
Licoisoflavone B

Figure 21: Structure de quelques composeés de la sous classe des flavonoides de G. glabra L.
(Saxena, 2005).
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D’autres flavonoides sont retrouvés dans les racines:

» Une chalcone: I’isoliquiritigénine et son 4-O-glucoside (isoliquiritine), 4’-O-apiosyl-
(1,2)-glucoside (licuroside), 4-O-apiosyl-(1,2)-glucoside (néolicuroside) ainsi que de
nombreux dérivés (néoliquiritine, néo-isoliquiritine, 4-hydroxychalcone), les
licochalcones A et B, licoagrochalcone A, la bravachalcone;

= Des flavanones prénylées (glabrone), licoisoflavanone, licoflavanone;

= Des flavonols: licoflavonol;

= Des isoflavanes prénylées (glabridine, licoricidine, hispaglabridine A et B,
phaseollinisoflavane) et dérivés;

» L’isoflav-3-éne (glabréne);

» Des ptérocarpanes;

= Des coumestanes, flavonols (liquiritoside, glabrol), isoflavonol, isoflavene
(Zahalka, 2005).

2.6. Propriétés pharmacologiques de la plante Glycyrrhiza glabra L.

Traditionnellement, la plante a été recommandée comme prophylaxie contre [’ulcére gastrique
et duodénal, contre la dyspepsie comme un agent anti-inflammatoire lors d’une réaction

allergique (Ammosov et Litvinenko, 2003).

En médecine traditionnelle, les racines de la plante Glycyrrhiza glabra L. sont utilisées
comme laxatifs, emménagogues, comme médicament antiasthmatique et comme agent
antiviral.

Plusieurs études ont été réalisées par des ethnobotanistes et des phytochimistes sur ces
composés bioactifs. Ces derniers, suggerent que la plante peut étre une source de nouvelles
molécules et formulation thérapeutique pour le traitement des maladies.

La poudre et I’extrait de la réglisse a été utile pour le traitement des maux de gorge, la toux et
le catarrhe bronchique. La réglisse est utilisée également comme un relachant antitussif et
expectorant qui aide a éliminer la congestion dans les voies respiratoires supérieures car elle
accelere la sécretion du mucus trachéal (Hikino, 1985). Son action adoucissante est attribuée
a la glycyrrhizine. 1l a été trouvé que la liquiritine apioside, un composé actif présent dans

I’extrait de la licorice inhibe la Capsaicine induisant la toux (Kamei et al., 2003).
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Notre travail a été realisé au sein des laboratoires

> Antibiotiques, Antifongiques : Physico-chimie, Synthese et Activités Biologiques
(LapSab), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de
I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen.

» Centre Nationale de Recherche en Biotechnologie (CRBt) Ali Mendjli- Constantine.

> Laboratoire des Produits Naturels (Laprona), Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie, Sciences de la Terre et de I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen.

» Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyse Physico-Chimique
(CRAPC) Bou Ismail- Tipaza

> Laboratoire de Catalyse et Synthése en Chimie Organique (LCSCO), Département de
Chimie, Faculté des Sciences, Université de Tlemcen.

1. Matériel végétal
1.1. Collecte du matériel végétal

Les deux plantes ont été collectées dans leurs habitats naturels au cours du mois de Décembre
2015.

La partie aérienne de la plante Genista saharae (Coss. & Dur.) a été récoltée dans la région
d’Ain Sefra Daira de la wilaya de Nadma située dans le Nord-Ouest du pays quant aux racines
de la plante Glycyrrhiza glabra L. elles ont été cueillies dans les terroirs d’Ain Zaatout situés
entre les départements de Biskra et Batna au Sud des massifs montagneux des Aurés. Les
deux plantes ont été conservées dans un endroit sec a 1’abri de ’humidité et la lumiére. La
partie aérienne de la plante G. saharae a été réduite en poudre, alors que les racines de la

plante G. glabra ont été concassées en petits morceaux.
1.2. Préparation des extraits

I1 existe différentes méthodes d’extraction qui sont particulierement adaptées a 1’extraction
des composés naturels. Parmi celles-ci, nous avons utilisé deux modes: I’infusion et la
décoction. L’extraction a partir de la plante Genista saharae (Coss. & Dur.) a été réalisée en
mélangeant 10 g de la plante avec une solution hydrométhanolique a (70/30) (V/V) pendant
une heure. L’extraction a partir des racines de la plante Glycyrrhiza glabra L. a été réalisée
par décoction sous reflux ou 10 g de racine concassée ont été mis en contact avec 100 mL de

solution hydrométhanolique (70/30) (V/V) pendant 3 heures.

Les extraits recupéres ont été ensuite filtrés a 1’aide d’un papier Wattman puis concentres

dans un évaporateur rotatif de type Heidolph.
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Les extraits bruts obtenus ont subi une deuxiéme extraction par décantation. lls ont été laves
03 fois successivement par des solvants de polarités croissantes le chloroforme (CHCIs),
I’acétate d’éthyle (AE) et le n-butanol (But). Les extraits organiques récupérés ont eté
évaporés sous pression réduite pour 1’élimination des solvants afin d’avoir les extraits en

poudre.
1.3. Fractionnement et séparation par chromatographie sur colonne

Les extraits chloroformiques des deux plantes G. saharae et G. glabra ont été fractionnés sur
colonne chromatographique en utilisant le gel de silice comme phase stationnaire. Pour la
phase mobile, 1’éluant a été préparé en mélangeant les solvants a polarité croissante :
dichlorométhane et le méthanol. 10 fractions ont été obtenues (G1-G10; L1-L10) apres
confirmation par chromatographie sur couche mince (CCM) et les fractions G4 et L4 ont été
analysés par RMN (2D).

1.4. Chromatographie sur couche mince

Les fractions qui ont été récoltées de la colonne ont été contrdlées sur des plaques de
Chromatographie sur couche mince de gel de silice 60 en utilisant le systéme d’¢lution
Méthanol/Dichlorométhane (80/20).

L’examen des plaques a été effectué par révélation sous lumiere UV a 254 et 365 nm,

permettant les regroupements des fractions qui ont présenté une mono tache.
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Matériel ef méthodes

La partie aérienne de la plante
Genista saharae (Coss. & Durr.)

Les racines de la plante
Glycyrrhiza glabra L.

A\ 4

Infusion pendant 1 heure dans une

solution Hydrométhanlique (70/30)

(VIV)

\

A\ 4

Décoction pendant 3 heures dans une
solution Hydrométhanlique (70/30)
(VIV)

/

[Filtrations et évaporations du méthanol}

l

Extraction liquide/liquide des phases
liquides avec des solvants de polarités
croissantes

Ve

Fractionnement sur colonne | .
chromatographique

|

[ Analyse des fractions G4 et}

L4 via RMN *H 3c
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Figure 22 : Schéma récapitulatif des procédés d’extractions utilisé.
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2. Dosage des composés phénoliques
2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques a été estimee par la méthode de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,04) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1,040). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle au

taux de composés phénoliques oxydés dont I’absorbance est mesurée entre 725 et 760 nm.
Mode opératoire:

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode de Vermerius et Nicholson, (2006).
Un volume de 0,1 mL de chaque extrait a été mélangé avec 2 mL d’une solution de carbonate
de sodium a 2% fraichement préparée. Apres 5 min, 0,1 mL du réactif de Folin-Ciocalteu
0,2 N a été ajouté au mélange, le tout a été incubé pendant 30 min a une température ambiante
et a ’abri de la lumiére. La lecture a été effectuée contre un blanc a 1’aide d’un
spectrophotometre a 725 nm. La courbe d’étalonnage a €té réalisée dans les mémes conditions

opératoires en utilisant 1’acide gallique comme contrdéle positif.

Le taux des polyphénols a été exprimé en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg E).
2.2. Dosage des flavonoides totaux

L’¢évaluation des flavonoides totaux a été faite selon une méthode colorimétrique en utilisant
des solutions de chlorure d’aluminium (AICl3). Le principe de la méthode est basé sur

I’oxydation des flavonoides par ces réactifs, ce qui entraine la formation d’un complexe rose.
Mode opératoire:

Le dosage des flavonoides des extraits a été réalisé selon la méthode colorimétrique décrite
par Topcu et al., (2007). 50 pL de chaque extrait ont été mélangés avec 130 pL du méthanol
et 10 uL d’une solution d’acétate de potassium (CH3COOK) 1M. Ensuite, 10 pL de nitrate
d’aluminium (AlI(NO3); a 10% ont eté ajoutés au mélange, le tout a éte laissé pendant 40 min
a la température ambiante. Apres incubation, la lecture a été faite a 415 nm contre un blanc a

’aide d’un spectrophotométre.

La courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant la quercétine comme contréle positif.
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Le taux des flavonoides totaux a été exprimé en microgramme équivalent quercétine par

milligramme d’extrait (Ug EQ/mg E).
2.3. Dosage des tannins condensés

En présence d’acide chlorhydrique concentré, les tanins condensés se dépolymérisent, et par
réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par

spectrophotométrie a 550 nm.
Mode opératoire:

Le dosage des tanins condenses a été réalise selon la méthode décrite par
Julkunen-Titto, (1985). Une prise de 50 uL de chaque extrait a été ajoutée & 3 mL de
vanilline a 4% et 750 pL d’acide chlorhydrique concentré (HCI). L’absorbance de cette
préparation a été mesurée aprés 20 min d’incubation a 550 nm. La courbe d’étalonnage a été
réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme

contr6le positif aux concentrations comprises entre 100 a 700 pg/ mL.

Le taux des tanins condensés a été exprimé en microgramme équivalent de catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).
3. L’analyse des composés phénolique par RP-HPLC-PDA

L’identification des composés phénoliques des extraits chloroformiques et acétates d’éthyles
des deux plantes Genista saharae (Coss. & Dur.) et Glycyrrhiza glabra L. a été réalisé par
une chromatographie en phase liquide a haute performance, systeme Perkin Elmar Flexar

couplée a un détecteur UV-vis a longueurs d’onde multiples.

Les données analytiques ont été évaluées a 1’aide d’un systéme de traitement de données
Chromer. La séparation a été réalisée sur une colonne Eclipse ODS Hypersil C18 (150 mm,
4,6 um) a température ambiante. La phase mobile utilisée a été composée d’eau/ acide
acétique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant B).

Le gradient d’¢lution a été comme suit: 5 min avec 10% de solvant B ; 25 min avec 90% de
solvant B et 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de solvant B. Aprés 15 minutes
permettant le calibrage de I’appareil. Le débit a été de 1 mL/ min et le volume d’injection a
été de 20 pL. La longueur d’onde utilisée pour I’identification des composés a été de 280 nm

basée sur la combinaison entre le temps de rétention et I’appariement spectral.
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4. Analyse spectrale par RMN

La RMN-2D proton ‘H et carbone *C a été utilisée pour I’analyse et I’élucidation
spectroscopiques des molécules organiques pures de nos fractions.

L’analyse RMN 'H et 3C de ces fractions a été utilisée pour révéler la description exacte
relative a la structure chimique. Elle a été enregistrée a 400 MHz sur Briker AC 400. Les
fractions G4 et L4 ont été analysées dans le solvant CDCIl; en utilisant le TMS
(tétraméthylsilane) comme étalon interne. Les déplacements chimiques ont été exprimeés en
unité ppm (partie par million) et rapportés au TMS. Les multiplicités ont été décrites comme
suit: singulier (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet (g), multiplet (m). L’interprétation des
résultats a été effectuee via le logiciel du traitement des données RMN TopSpin.

5. Eude de P’activité antioxydante

Il est connu que les extraits de plante riches en polyphénols ont une activité antioxydante
variable et il existe plusieurs méthodes pour évaluer leur capacité antioxydante. Ces méthodes
different par leurs principes d’analyse et leurs conditions expérimentales
(Indu et Seenivasan, 2013).

Par conséquent, I’activité antioxydante des extraits des deux plantes G. saharae et G. glabra a
été evaluée in vitro par plusieurs méthodes incluant : la méthode du piégeage du radical
1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), le piégeage du radical acide 2,2-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS), la capacité antioxydante par réduction du cuivre
(CUPRAC), le pouvoir réducteur du fer (FRAP), la capacité antioxydante totale (CAT) et la

méthode de la phenanthroline.
5.1. Activité antiradicalaire du DPPH

Le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est généralement le substrat le plus utilisé
pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité¢ en forme

radicale libre et 1a simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2008).

En solution alcoolique, le radical DPPH présente une intense coloration violette qui disparait
au contact d’une substance donneuse de protons. Cette décoloration met en évidence le
pouvoir antiradicalaire d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit

par une diminution de I’absorbance a 517 nm (Lekhal et al., 2011).

160 pL de solution DPPH préparés & 0,1 mM ont été ajoutés a 40 pL d'échantillon dilué dans

des solutions de méthanol a différentes concentrations. L'absorbance des solutions obtenues a
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été mesurée a 517 nm, aprés 30 minutes d’incubation. Le BHA et le BHT ont été utilisés
comme des antioxydants standards. Les plus faibles valeurs d’absorbances indiquent une
activité de piégeage des radicaux libres supérieure. Le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH a été calculé selon I'équation suivante:

(A blanc — A extrait)
DPPH (%) = x 100
A blanc

Apianc: est I’absorbance de la réaction ne contenant que le réactif.

Aexirait : €st I’absorbance de la réaction contenant le réactif et 1’extrait.

NO, NO,
. H

O;N N—N + A-H - O,N N—N + A"
NO, NO,

Figure 23: Mécanisme réactionnel du radical libre DPPH.
5.2. Activité du piégeage de ’ABTS

Le radical ABTS est un composé soluble dans les solutions aqueuses et organiques. Cette
particularité lui donne I’avantage d’étre testé sur des échantillons hydrophiles et lipophiles. 11
peut étre généré par la réaction entre I’ABTS et le persulfate de potassium avec la production
directe d’un chromophore bleu/vert, avec un maximum d’absorption aux longueurs d’ondes
645, 734 et 815 nm, ou plus communément a un maximum de 415 nm. Le radical est ensuite
généré directement sous une forme stable avant la réaction avec les antioxydants
(Vuolo et al., 2019) (Figure 24).

L’analyse spectrophotométrique de ’activité du piégeage de I’ABTS a été déterminée selon la
méthode décrite par Ree et al., (1999). Le radical ABTS a été produit par réaction entre une
solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium a 2,45 mM. Le
mélange a eté stocké a I’obscurité a température ambiante pendant 12h puis dilué jusqu'a
I’obtention d’une absorbance de 0,708 + 0,025 a 734 nm. Ensuite, 160 pL de la solution

ABTS ont été ajoutés a 40 pL des extraits a différentes concentrations. Aprés 10 min
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d’incubation 1’absorbance a ét¢ mesurée a 734 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96
puits.

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par rapport a une
absorbance a blanc de 1’éthanol. La capacité de piégeage de I’ABTS a été calculée en utilisant

I’équation suivante:

(A controle — A extrait)

ABTS (%) = x 1
S (%) A controle 00
NH4 + 503- S S 503- + NH4’
N—N
=T
\ /
CoHs CoHs

ABTS : sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

=le- +e
NH4 + SO3- S S SOz + NH4*
Cr X
N\ /N
CoHs CoHs
ABTS™ CHs
HO
COOH
HsC 0 T Chy
CHs  Trolox
(ou antioxydant a tester donneur de H-)
CHs
NH, + 503- S S 503- +NHs 0.
\CE S=N—N=( jg/ + COOH
H CHs CoHs CHs

ABTSH™™*

Figure 24: Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H'
(Marc et al., 2004).
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5.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La détermination de la méthode antioxydante CUPRAC (CUPric Reducing Antioxydant
Capacity) est basée sur la mesure de I’absorbance du chélate de Cu(I)-Néocuproine (Nc)
formé a la suite de la réaction d’oxydoréduction des antioxydants en clivant la chaine Cu(II)-

Nc, ou I’absorbance est enregistrée a la longueur d’onde de 450 nm (Ozyurek et al., 2011).

La réduction du cuivre (CUPRAC) des extraits a été déterminée par la méthode décrite par
Apak et al., (2004). Dans une microplaque & 96 puits, un volume de 40 uL de nos extraits a
différentes concentrations a été mélangé avec 50 puL de CuCl; (10 mM), 50 pL d’une solution
de neocuproine (7,5 mM) et 60 uL du tampon acétate d’ammonium (1M, pH 7,0). Aprés une
heure d’incubation, ’absorbance a été mesurée a 450 nm contre un blanc. Les résultats
obtenus permettent de calculer la (Aos) qui représente la concentration de l'extrait qui

correspond a une absorbance égale a 0,5 obtenue a I’aide de la courbe de régression linéaire.
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Figure 25: La réaction CUPRAC et le chromophore, neocuproine chélate les cations.
5.4. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer se traduit par la réduction du Fe®*" en Fe®, en présence
d’antioxydants dans 1’échantillon a tester. Cette technique a été développée pour mesurer la
capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent dans le complexe KsFe(CN)g
en fer ferreux (Fe?"). En effet, le Fe** participe & la formation du radical hydroxyle par la
réaction de Fenton. La quantité de fer réduit (Fe®") est suivie par la mesure de I’absorbance a
700 nm (Oyaizu, 1986).

Le protocole expérimental suivi est celui de Karagozler et al., (2008). Dans une microplaque
a 96 puits un volume de 10 L de I'échantillon a différentes concentrations a été mélange avec
40 pL d'une solution tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 60 pL d'une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)g a 1% (m/v). La microplaque a été ensuite incubée a
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50°C pendant 20 minutes. Ensuite, un volume de 50 pL d'acide trichloracétique (TCA) a 10%
a été ajouté pour chaque puits afin d’arréter la réaction. Apres, 10 pL de solution de FeCls
(0,1 %) ont été additionnés aux puits de la microplaque. L’absorbance des extraits a été

déterminée a 700 nm contre un blanc.

En paralléle, I’acide ascorbique et la a-Tocophérol a différentes concentrations ont été utilisés
comme contrdles positifs dans les mémes conditions opératoires.

Les résultats obtenus nous ont permis de calculer la concentration efficace (Ags) qui est la
concentration de I'extrait qui correspond a une absorbance égale a 0,5. Ces résultats ont été

compares avec ceux de I’acide ascorbique et la a-Tocophérol utilisés comme des standards.
5.5. Capacité Antioxydante Totale (CAT)

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (Mo®*) en molybdéne (Mo>*) par I'extrait des
deux plantes. Cette réduction induit, @ pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo>" de

couleur verte (Prieto et al., 1999).

Une prise de 0,2 mL d’extrait a été mélangée dans un tube avec 2 mL d’une solution
composée d’acide sulfurique (0,6 N), de phosphate de sodium (NasPO, 28 mM) et de
molybdate d’ammonium ((NHg)s M07024 4H,0, 4 mM). Les tubes ont été incubés a 95°C
pendant 90 min. Aprés un repos de 6 minutes a température ambiante, l'absorbance a été

mesurée a 695 nm contre un blanc.

L activité antioxydante totale a été exprimée en mg d’équivalent acide ascorbique par

gramme d'extrait (mg EAA/g E).
5.6. Activité antioxydante basée sur I’effet de la phénanthroline

Le réactif complexant utilisé dans cette méthode est 1’orthophénanthroline qui forme un
complexe avec le Fe**. Le Fe®" est le résultat de la réduction de Fe** par un antioxydant
(Szydlowska-Czerniaka et al., 2008). Ce réactif a été utilisé en quantité excessive pour

obtenir un complexe stable (Figure 26).

Dans une microplaque a 96 puits, un volume de 10 pL de nos extraits a différentes
concentrations a été additionné a 50 puL de FeCl; (0,2%) et 30 pL de phénanthroline (0,5%),
puis 110 pL du méthanol ont été ajoutés. Apres incubation a 1’obscurité pendant 20 minutes a

30°C, I’absorbance a été mesuré a 510 nm contre un blanc.
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Le BHA et le BHT ont éte utilisés comme des standards. L’augmentation de I’absorbance due
a l’augmentation de la concentration des extraits et ceux des standards nous a permis de

calculer la (Aos pg/mL) qui correspond a la concentration de 0,5.
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Figure 26: Réaction de la 1,10 phénanthroline avec le Fe*" aprés son oxydation en Fe** par

un antioxydant.
6. Activité antibactérienne

Les méthodes utilisées pour I’évaluation de I’activité antibactérienne ont été inspirées a partir
de celles recommandées par I’Institut des Standards Cliniques et des Laboratoires

(CLSI, 2009 ; 2012), il s’agit de:

» Latechnique de diffusion des disques sur milieu solide;

» La technique des dilutions sur milieu liquide.

Seuls les extraits qui ont montré une activité par la méthode des disques ont fait I’objet d’une
évaluation de leur activité par la méthode de dilution pour une détermination de la

concentration minimale inhibitrice (CMI).
6.1. Technique de diffusion des disques sur milieu solide

La méthode des disques permet de déterminer la susceptibilité des bactéries aux composes

présents dans nos extraits.

L’inoculum a été préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur un milieu gélosé non

sélectif. 3 a 5 colonies bien distinctes ont été suspendues dans 1’ecau physiologique 0,85 %.
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Ensuite, la suspension a été ajustée au standard 0,5 McFarland avec un spectrophotomeétre a

625 nm ce qui correspond & une absorbance de 0,08-0,1 et équivalent & 10° UFC/ mL.

L’ensemencement a été réalisé par inondation sur milieu Mueller Hinton gélosé. Ensuite, des
disques (en papier filtre) stériles de 6 mm de diametre et préalablement imprégnés par 10 puL

des extraits a tester a une dose de 512 pg/ disque, sont transférés sur la boite ensemenceée.

La gentamycine a été utilisée comme témoin positif. Les boites ont été enfin incubées pendant
24h & 37 °C (CLSI, 2012).

La lecture a été effectuée par la mesure des diamétres des zones d’inhibition (exprimés en
mm) a 1’aide d’une regle graduée (y compris le diametre des disques) en prenant la moyenne

de trois mesures différentes.
6.2. Méthode de dilution sur milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d’un produit
capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance d'une bactérie. Nous avons
utilisé dans ce test des microplaques stériles a 96 puits, pour déterminer la CMI des extraits
par la méthode de microdilution en milieu liquide selon les recommandations de
CLSI, (2009).

Une gamme de concentrations décroissantes allant de 10 a 0,019 mg/mL a été préparée. Un
volume 100 L de chaque dilution a été déposé dans les puits des microplaques. Les premiers
puits de la microplaque ont servi comme contrdles négatifs, ils ont été remplis uniquement par
le milieu de culture. Tandis que le dernier puits représente le contrdle positif, rempli
uniquement par la suspension bactérienne. 100 pL de chaque concentration de 1’extrait ont été
déposés dans chaque puits contenant 100 pL de I’inoculum contenant 10° cellules/mL préparé
dans le bouillon Mueller Hinton pH = 7,2 + 0,2.

La lecture a été effectuée apres 24h d’incubation a 37°C a ’ceil nu, et la CMI correspond a la

plus faible concentration de 1’extrait testé pour laquelle aucun trouble visuel n’est observé.
7. Activité antifongique vis-a-vis des levures

L’évaluation de I’activité des extraits des plantes G. saharae et les racines de la plante
G. glabra vis-a-vis des levures a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu solide

inspirée a partir d’une technique standardisée par le CLSI (Espinel-Ingroff, 2007).

Le milieu de culture utilisé est le milieu de Mueller Hinton + 2% de glucose + 0,5 pg/mL de

bleu de méthylene a pH de 7,4. L’inoculum équivalent au 0,5 McFarland a été préparé selon
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les mémes étapes que celles décrites pour les bactéries sauf que I’absorbance a été de I’ordre
de 0,12-0,15 lue a une longueur d’onde de 530 nm. L’ensemencement a été effectué par
écouvillonnage. Les disques ont été déposes apres séchage. Les boites ont été incubées a 35°C

pendant 24h. La lecture a été réalisée de la méme facon que celle décrite pour les bactéries.

L’étude de la CMI de la levure a été réalisés de la méme maniere que celles des bactéries, sauf
que le milieu de culture était le RPMI 1640 (additionné avec la glutamine et un indicateur de
pH mais dépourvu de bicarbonate)/pH 7,0 supplémenté avec le glucose a une concentration
finale de 2% (RPMI 2% G). L’inoculum a été ajusté a une absorbance entre 0,12 a 0,15 lue a
530 nm, ce qui correspond & un inoculum équivalent & 1-5 10° UFC. La lecture a été réalisée

de la méme fagon que celle décrite pour les bactéries
8. Evaluation de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis des globules rouges

La mesure de la fuite d’hémoglobine des hématies humaines provoquée par les extraits a été

réalisée par la méthode décrite selon Lee, (2002).

e Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé sur un tube héparine a été centrifugé a 4000 tours/minutes
pendant 5 minutes a 1’aide d’une centrifugeuse. Aprés élimination du surnageant, le culot a
été lavé 2 fois par une solution de lavage glacée tampon phosphate PBS (10 mM, pH 7,4),

puis resuspendu dans la méme solution a raison de 2%.

e Mesure de la fuite ’hémoglobine

Un volume de 2970 pL de la suspension érythrocytaire a 2% a été incubé avec 30 pL
d’extraits a différentes concentrations pendant 60 minutes dans un incubateur de paillasse

type Orbital Shaker Thermo Forma a 37°C.

Des prélevements de 0,1 mL ont été réalisés chaque 15 minute pour étre resuspendus dans
1,9 mL d’une solution de lavage PBS. Les tubes ont été centrifugés pendant 5 minutes a 4000
rpm et la fuite de I’hémoglobine intracellulaire a été mesurée par la lecture de I’absorbance du

surnageant a une longueur d’onde de 548 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV/Vis.

L’hémolyse totale a été obtenue par la mise en suspension des globules rouges avec le triton

X-100. Le tampon seul a été utilisé comme contréle négatif.

Pour chaque échantillon le pourcentage d’hémolyse a été déterminé par 1’équation suivante:
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) A échantillon — A hémolyse spontanée
Taux d’hémolyse (%) = - ~ — X 100
A hémolyse total — A hémolyse spontanée

9. Evaluation de ’activité anticholinestérase

L’activité acetylcholinesterase et butyrylcholinesterase a été déterminée par la méthode
d’Ellman, (1961) et Rhee et al., (2001).

Les enzymes AChE de I’anguille ¢électrique et BChE du sérum de cheval ont été utilisées,
alors que I’iodure d’acétylcholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été employés comme
substrats. Le DNTB [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a été utilisée pour la mesure de

I’activité du cholinestérase (Figure 27).

O O
/U\ /\_’_C'HEx AChE HJ SH
HaC™ 87 S—N-CHy ———» : LE
CH3 H 3 H3 H3C OH
Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acide acétique
HOOC COOH
g e ™
DTNB
HOOC I COOH
O,N S N2
2 @ \s/\/l\ + HSGNOZ
Mélange disulphide Jaune Acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 27: Mécanisme d’action de la méthode d’Ellman.

Dans une microplaque 150 pL du tampon phosphate de sodium (100 mM, pH 8,0) ont été
mélanges avec 10 pL des extraits préparés a différentes concentrations. Ensuite, un volume de
20 pL de ’AChE (5,32 x 10 U) ou BChE (6,85 x 10 U) a été mélangé et incubé & 25°C.
Aprés 10 uL de DNTB (0,5 mM) ont été additionnés.

La réaction a été initiée par 1’ajout de 20 pL de 1’iodure de 1’acétylcholine (0,71 mM) ou le
chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM). L’hydrolyse du substrat a été suivies
spectrophotométriquement par 1’apparition d’une couleur jaune de I’anion 5-thio-2-
nitrobenzoate de méthyle, selon le résultat de DNTB avec thiocholine libéré par hydrolyse

enzymatique de I’iodure de I’acétylcholine ou le chlorure de butyrylthiocholine a une
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longueur d’onde de 412 nm. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule

suivante:

(Ac—Ae)
— ] x 100

Pourcentage d’inhibition =[
Ou Ac est I’absorbance du control

Ae : représente 1’absorbance des échantillons.

La concentration donnant 50% d’inhibition Clsy a été calculée du graphique représentant le
pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des extraits. La galantamine a été

utilisee comme standard et les tests ont été répétés en triplicatas.
10. Analyses statistiques

Dans ce travail, la validation des résultats des différentes activités ont été effectuées par trois
analyses de chaque échantillon et chaque expérience a été réalisée en triple (n = 3). La valeur

moyenne et I'écart type ont été calculés a partir des données obtenues.
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1. Choix des plantes

Le choix des deux especes (Genista saharae et Glyccyrhiza glabra) est justifie par le fait
qu’elles sont riches en composés phénoliques notamment les isoflavonoides connus pour leurs

activités biologiques diverses.

Le manque d’étude et I’endémisme de la ’espéce Genista saharae (Coss. & Dur.) au Sahara
dont le climat est le type d’écosystéme qui offrent des caractéristiques et des spécificités non-

négligeable a la végétation.
2. La partie aérienne de la plante Genista saharae (Coss. & Dur.).
2.1. Dosage des composés phénoliques de la partie aérienne de la plante G. saharae

Les résultats relatifs au dosage des polyphénols, flavonoides totaux et tanins condensés sont
exprimés en microgramme équivalent acide gallique, quercétine et catéchine respectivement
par milligramme d’extrait (ug EAG, EQ et EC/mg E). Les résultats sont calculés en utilisant

I’équation de la régression linéaire des courbes d’étalonnages des standards.

Le tableau 02 représente les teneurs des extraits de la partie aérienne de la plante G. saharae
en composés phénoliques. Nous constatons que ’extrait n-butanol a été le plus riche en
polyphénols totaux (163,79 + 91,54 yug EAG/mg E) par rapport aux autres extraits:

chloroformique, acétate d’éthyle et I’extrait brut.

Les résultats du dosage des flavonoides totaux des différents extraits de la plante G. saharae,
ont révélé que I’extrait chloroformique renferme le taux le plus élevé en flavonoides
117,83 £ 8,25 pg EQ/mg E, suivie par ’extrait d’acétate d’éthyle, n-butanol puis I’extrait
brut.

D’aprés les résultats obtenus pour le dosage des tannins condensés, nous remarquons que
I’extrait chloroformique et I’extrait brut renferment les teneurs les plus élevées et sont de
I’ordre de 37,86 + 0,023 et 30,98 * 0,048 pg EC/mg E respectivement. Les extraits d’acétate

d’¢éthyle et le n-butanol ont révélé les taux les plus faibles.
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Tableau 02: Teneurs en composés phénoliques des extraits de la plante G. saharae.

Extraits de G. saharae PT? (ug EAG/mg E) FT? (ug EQ/mg E) TC? (ug EC/mg E)
Extrait brut 55,92 + 3,76 30,33+ 4,16 30,98 + 0,048
Extrait chloroformique 66,25 + 4,34 117,83 + 8,25 37,86 £ 0,023
Extrait d’acétate Ethyle 57,83+ 1,81 51,50 + 8,72 12,24 £ 0,012
Extrait n-butanolique 163,79 £ 91,54 32,33+1,04 9,69 + 0,046

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.

*PT : Polyphénols totaux exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (ug
EAG/mg E).

*FT : Flavonoides totaux exprimés en microgramme équivalent quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg
E).

*TC : Tanins condensés exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg E).

2.2. Analyse par RP-HPLC-PDA

Pour la détection des composés phénoliques nous avons opté pour I’utilisation d’une
chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Une technique adaptée pour la
séparation des phytoconstituants (Jiri et al., 2013). Elle permet la séparation, I’identification
et la quantification simultanées des composés phénoliques (Toméas-Barberan et al., 1990).
Le principe de la séparation d’'une HPLC repose sur la répartition des analytes entre la phase

stationnaire et la phase mobile en fonction de la polarité des composes.

Les deux extraits chloroformiques (GCh) et acétates d’éthyles (GAE) de la partie aérienne de
la plante G. saharae ont été analysés par RP-HPLC-PDA. Les chromatogrammes résultant

obtenus & 280 nm sont représentés dans la figure 28 et la figure 29 respectivement.

Plusieurs pics principaux obtenus ont une absorption intense a la longueur d’onde
sélectionneée. Les figures montrent que 1’extrait chloroformique contient des flavonoides de la
classe des flavanones (naringinine) et un composé de la classe des flavonols (quercétine) en
plus de I’acide gallique alors que 1’extrait acétate d’éthyle contient des composés phénoliques,
en particulier des acides phénoliques comme [’acide gallique, 1’acide caféique, 1’acide

p-coumarique et 1’acide sinapique.
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Figure 28: Chromatogramme de la RP-HPLC-PDA de I’extrait choloroformique de la plante

G. saharae.
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Figure 29: Chromatogramme de la RP-HPLC-PDA de I’extrait acétate d’éthyle de la plante

G. saharae.
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2.3. Spectroscopie RMN

L’analyse de la fraction G4 issue de I’extrait chloroformique de la plante G. saharae a été
réalisée en la solubilisant dans le solvant CDCI; et en utilisant le TMS (tétraméthylsilane)
comme étalon interne. Le spectre RMN de cette fraction (Figure 30 et Figure 31) a montre
que les signaux de proton et carbone (RMN 'H et RMN 3C) représentent celle de la

génistéine (Figure 32) les signaux enregistrés sont comme suit:

RMN *H (400 MHz, DMSO) & 8.31 (s, 1H, OH-7), 7.48 (s, 1H, OH-5), 7.41 — 7.36 (m, 1H,
H-6), 6.90 (d, J = 12.3 Hz, 1H, H-5"), 6.84 — 6.81 (m, 1H, H-8), 6.63 — 6.60 (M, J = 9.9, 5.6
Hz, 1H, H-3"), 6.50 (dd, J = 4.8, 2.8 Hz, 1H, H-2%), 6.21 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-6"), 5.87 (d, J
= 4.7 Hz, 1H, H-2).
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Figure 30: Spectre RMN *H de la fraction G4 de I’extrait chloroformique.

RMN C (101 MHz, DMSO) § 179.01 (C4), 166.94 (C3), 162.52 (C1°), 157.95 (C7), 150.81
(C4a), 144.82 (C5), 135.41 (C4’), 130.18 (C6), 128.22 (C2), 121.93 (C8a), 116.96 (C8),
104.89 (C3°), 103.86 (C5°), 99.49 (C6°), 94.47 (C2).
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Figure 31: Spectre RMN 3C de la fraction G4 de I’extrait chloroformique.

Figure 32: Structure de la génistéine isolée de la fraction G4 de 1’extrait chloroformique.
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2.4. Evaluation de ’activité antioxydante
2.4.1. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits de la partie aérienne de la plante G. saharae a été
évaluée par la méthode de piégeage du radical libore DPPH. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de chaque
extrait. Les valeurs des absorbances obtenues nous ont permis de calculer les pourcentages
d’inhibition.

La Clsg se définit par une concentration médiane d’inhibition du radical. Elle a été déterminée
a partir des équations de régressions logarithmiques de courbes tracées illustrées dans les
Figures 33 et 34. Les résultats des Clso sont représentés dans le tableau 03.

Les résultats ont montré une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH en fonction des concentrations des standards BHA et BHT et des extraits

testés.

Nous constatons que I’extrait chloroformique de la plante G. saharae a montré la meilleure
activité antiradicalaire avec une Clsy d’environ 122 £ 1,52 ug /mL. Les Clsp sont classées

dans 1’ordre suivant:

Extrait chloroformique < extrait d’acétate d’éthyle < extrait brut < extrait n-butanolique.
Cependant, les concentrations des antioxydants de synthéses BHA et BHT nécessaires pour
réduire 50% du radical DPPH étaient nettement inférieures a celle des extraits. Ces résultats
obtenus peuvent étre expliqués par la richesse des extraits chloformique et acétate d’éthyle

(extraits les plus actifs) en composés phénoliques, en particulier les flavonoides.

61



Troisieme partie Résultats et inferprétation
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Figure 33: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

des standards BHA et BHT.
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Figure 34: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

des extraits de la plante G. saharae.
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Tableau 03: Valeurs Clsg des extraits de plante G. saharae.

Piégeage du radical libre DPPH
Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT®
G. saharae brut ? chloroformique ® d’éthyle ® butanolique
Clso (ng/mL) 349,05 = 122,86 £ 1,52 322,76 £ 8,78 462,34 £ 7,57 6,14 + 12,99 +
1,66 0,41 0,41

Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.

2.4.2. Piegeage du radical ABTS

La décoloration du radical ABTS a été déterminée par le pourcentage d’inhibition du cation
radicalaire ABTS™ en fonction de la concentration des différents extraits. Les pourcentages

d’inhibition du radical ABTS et les Cls sont illustrés dans la figure 35, 36 et le tableau 04.

Les résultats nous montrent que ’extrait chloroformique et I’extrait brut ont été les plus
efficaces dans la réduction du radical cationique ABTS avec une Clsy d’environ 4,03 + 0,15 ;
4,31 + 0,10 pg/mL respectivement, suivis par I’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait n-butanol.

Cependant, nos résultats sont relativement proches de ceux des standards BHA et BHT.

Dans cette étude, la teneur en composes phénoliques déterminée varie selon les extraits de la
partie aérienne de la plante G. saharae. Nous avons constaté que le type de solvants utilisé
affecte la quantité et la qualité des phytoconstituants extraits en séparant et en épuisant la
charge des métabolites contenus dans 1’extrait brut. Cela suggére une corrélation entre le taux
des composés phénoliques de chaque extrait et ’activité de piégeage des radicaux libres.
Cependant, D’extrait chloroformique posséde le taux le plus ¢élevé en flavonoides

particulierement les isoflavonoides qui sont responsables de cette activité antioxydante
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Figure 35: Pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTS en fonction des
concentrations des standards BHA et BHT.
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Figure 36: Pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTS en fonction des

concentrations des extraits de la plante G. saharae.
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Tableau 04: Résultats des Clsq des extraits de plante G. saharae par la méthode du piégeage
du radical ABTS.

Piégeage du radical cationique ABTS
Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT"
G. saharae brut ® chloroformique ® d’éthyle butanolique *
Clso (Hg/mL) 431+ 4,03 +0,15 9,58 + 0,53 1845+0,41 | 1,29+ 1,81+
0,01 0,30 0,10

®Valeurs exprimées autant que moyenne * S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références

2.4.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Les figures 37 et 38 montrent les résultats de la capacité de réduction du cuivre des standards
et des extraits de la plante G. saharae. Nous remarquons que 1’extrait chloroformique a
manifesté une forte activité avec une Ags d’environ 35,63 + 1,42 pg/mL suivie par I’extrait
d’acétate d’éthyle. Toutefois, les résultats des antioxydants de synthése sont inférieurs a ceux

des extraits de la plante G. saharae.

L’ordre de réduction du cuivre par les différents extraits est classé comme suit: extrait

chloroformique < extrait acétate d’éthyle < extrait brut < extrait n-butanol.
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Figure 37: Capacité de réduction du cuivre des standards BHA et BHT.
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Figure 38: Capacité de réduction du cuivre des extraits de la plante G. saharae.

Les résultats obtenus nous ont permis ensuite de déterminer la concentration efficace qui

correspond a 1’absorbance 0,5 ou la (Ags). Les résultats sont représentés dans le tableau 05.

Tableau 05: Résultats des Ag s des extraits de la plante G. saharae par la méthode CUPRAC.

Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT"
G. saharae brut ® chloroformique ® d’éthyle ® butanolique
Ag s (Hg/mL) 92,44 + 35,63 1,42 89,89 £ 4,67 99,22 + 3,56 535+ 8,97 +
0,84 0,71 3,94

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
®Composés de références.

2.4.4. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Les résultats du pouvoir réducteur du fer des extraits de la plante G. saharae et des standards

sont représentés dans les figures 39 et 40. Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer des

courbes. A partir de ces courbes nous avons déterminé la valeur Ags en utilisant 1’équation

des graphes correspondants (Tableau 06).

Nous constatons que [’extrait chloroformique présente un potentiel de réduction de fer

intéressant avec une Ags de 86,22 + 1,35 pg/mL suivie de ’extrait d’acétate d’éthyle
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140,59 + 7,63 pug/mL. Tandis que, I’extrait brut et 1’extrait n-butanol ont montré une faible

capacité a réduire le fer.

L’acide ascorbique et 1’o-tocophérol ont manifesté des capacités de réduction plus

intéressantes par rapport a nos extraits.
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Figure 39: Pouvoir réducteur du fer des standards.
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Figure 40: Pouvoir réducteur du fer des extraits de la plante G. saharae.
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Tableau 06: Pouvoir réducteur du fer des extraits de plante G. saharae par la méthode FRAP.

Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- Acide o-
G. saharae brut ? chloroformique ? d’éthyle ® butanolique ® | ascorbique” | Tocophérol®
Aos (Hg/mL) 193’38 *| g622+135 | 14059+7,63 >200 6,77+ 1,15 3‘;’93%’5

®Valeurs exprimées autant que moyenne * S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.

2.4.5. Capacité antioxydante totale (CAT)

Cette méthode est basée sur la réduction du (Mo®) au (Mo®") par les composés antioxydants

et la formation d’un complexe vert phosphate/ (Mo®") & pH acide.

La capacité antioxydante totale des différents extraits de la partie aérienne de la plante G.

saharae est exprimée par rapport au nombre d’équivalent acide ascorbique. Les résultats sont

regroupés dans la figure 41. L’activité antioxydante de I’extrait chloroformique de la plante

G. saharae est légerement élevée par rapport aux autres extraits (Tableau 07). Cette activité a

été attribuée aux teneurs en composés phénoliques probablement en raison de leurs propriétés

rédox, ce qui leur permit d’agir en tant qu’agents réducteurs.
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Figure 41: Capacité antioxydante totale de 1’acide ascorbique.
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Tableau 07: Capacité antioxydante totale des différents extraits de G. saharae.

Extraits de Extrait brut Extrait Extrait d’acétate Extrait n-
G. saharae chloroformique d’éthyle butanolique
CAT?
(mg EAA/g E) 6,34 + 0,002 8,50 + 0,001 6,20 + 0,000 6,29 + 0,002

®Valeurs exprimées en moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
2.4.6. Activité antioxydante basée sur I’effet de la phénanthroline

Cette technique est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**) par
I’agent antioxydant, le Fe?* ainsi formé réagit a son tour avec la 1,10-phénanthroline pour
former le complexe de ferroine. La concentration de ce complexe orange est déterminée a 510

nm.

Nous remarquons que 1’absorbance est proportionnelle a la concentration dans I’ensemble des
extraits (Figure 42 et 43). D’aprés les valeurs Ags Obtenues, nous remarquons que le pouvoir
réducteur le plus important a été enregistré avec 1’extrait chloroformique. Cependant, les
autres extraits possedent des Ao s plus faibles par rapport a 1’extrait chloroformique (Tableau
08).

En comparant les Ag s des extraits avec celles des antioxydants de synthése BHA et BHT, il

apparait que les standards sont les plus puissants.
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Figure 42: Test de I’activité antioxydante par la méthode de la phénanlthroline par les
standards BHA et BHT.
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Figure 43: Test de I’activité antioxydante par la méthode de la phénanlthroline par les extraits

de la plante G. saharae.

Tableau 08: Résultats Ag s des différentes extraits de la plante G. saharae par la méthode de
la phénanthroline.

Absorbance de la phénantroline a 510 nm

Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT"
G. saharae brut ? chloroformique ® d’éthyle ® butanolique
Aos (Mg/mL) >200 75,67 £ 5,01 14233+153 | 149,00+500 | 2,24+ 0,93 +
0,17 0,07

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.

2.5. Activité antibactérienne

2.5.1. Technique de diffusion des disques sur milieu solide

L’¢tude de I’activité antibactérienne a été réalisée dans un premier temps par la technique de

diffusion de disque sur milieu Mueller-Hinton gélosé. C’est une technique qualitative

permettant de mesurer le diamétre de la zone d’inhibition en millimétre (mm), qui apparait

autour des disques imprégnés des extraits de la plante.

Les résultats des diameétres des zones d’inhibitions des extraits de la partie aérienne de la

plante Genista saharae (Coss. & Dur.) vis-a-vis des souches bactériennes (Gram+ et Gram-)

sont représentes dans le tableau 09.

Les résultats obtenus montrent 1’existence d’une modeste activité de nos extraits. L’extrait

chloroformique a été le plus efficace contre toutes les souches bactériennes a Gram négatif
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(7 a 8 mm), a [I’exception de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

L'extrait de I'acétate d'éthyle a présenté une activité vis-a-vis d’E. cloacae ATCC 13047 avec
un diamétre de zone d'inhibition de 8 mm. L’extrait n-butanol a montré une activité vis-a-vis
d’E. coli ATCC 8739 avec une zone d'inhibition de 8 mm.

En ce qui concerne les bactéries & Gram positif, toutes les souches ont montré une résistance a
nos extraits, mise a part la souche S. aureus ATCC 6538 qui s'est révélée sensible a tous les
extraits présentant un diamétre de zone d'inhibition compris entre 7 et 9 mm. Cependant
I’extrait chloroformique a enregistré une meilleure sensibilité vis-a-vis de la souche

Bacillus subtilis ATCC 6633 avec un diamétre de zone d’inhibition d’environ 10 mm.
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Tableau 09: Activité antibactérienne des extraits de la plante G. saharae par la méthode de
diffusion des disques.

Infusion de I’extrait hydrométnanolique
Extraits —
S
= E o = c ° é
S5 £Q S u 55 | €
;- = +~ += ] [5)
Bactéries 52 50 & u% 3 )
Escherichia coli ATCC 8739 6 8 6 8 22
Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 6 6 6 6 | 1
w0
[<5] "
= Pseudomonas aeruginosa ATCC
§ 27853 6 6 6 6 12
D
[ - "
Acinetobacter baumanni ATCC
S
& 19606 8 8 6 6 35
)
a Citrobacter freundii ATCC 8090 6 8 6 6 18
‘=
2 Proteus mirablis ATCC 35659 6 7 6 6 25
©
0s] ——
Salmonella typhimirium ATCC
13311 6 8 6 6 22
Enterobacter cloacae ATCC 13047 6 7 8 6 21
Staphylococcus aureus ATCC 6538 9 9 7 8 32
= Bacillus cereus ATCC 25921 6 7 6 6 20
]
(3 § Bacillus subtilis ATCC 6633 6 10 6 6 22
% § Enterococcus faecalis ATCC 49452 6 8 6 6 21
- O
§ Listeria monocytogenes ATCC 15313 6 7 6 6 22
Micrococcus luteus ATCC 9341 6 6 6 6 22

(6 mm) : présente le diamétre de disque (pas d’activité).
Gent: Gentamicine composé de référence.

2.5.2. Méthode de microdilution sur milieu liquide (CMI)

Les résultats des CMI vis-a-vis des souches ayant donnée des résultats positifs par la méthode
de diffusion des disques sont présentés dans le tableau 10. Nous remarquons que 1’extrait
chloroformique a montré 1’activité antibactérienne la plus forte avec une CMI d’environ 19,5
pg/mL suivi de I’extrait n-butanol ou les CMI étaient de 312,5 pg/mL vis-a-vis des souches E.

coli et S. aureus.

En ce qui concerne I'extrait brut hydrométhanolique et I’extrait d’acétate d'éthyle, les souches

baumanni, S. aureus et E. coloacae ont montré de faibles CMI supérieures a 312,5 pg/mL.
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On peut dire que les micro-organismes réagissent de différentes maniéres, que ce soit par la

nature de I'extrait ou par le degré de résistance et de sensibilité d'une méme substance.

Tableau 10: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de la partie aérienne

de la plante G. saharae.

Souches Extrait brut Extrait Extrait AE Extrait n- Gentamicine
(ug/mL) CHCI, (ug/mL) butanol (ug/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL)
Escherichia coli >312,5 19,5 >312,5 3125 0,5
ATCC 8739
Acinetobacter >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,65
baumanni ATCC 19606
Citrobacter freundii >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,19
ATCC 8090
Proteus mirablis ATCC >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,5
35659
Salmonella typhimirium >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,65
ATCC 13311
Enterobacter cloacae >312,5 19,5 >312,5 >312,5 2,60
ATCC 13047
Staphylococcus aureus >312,5 19,5 >312,5 3125 0,19
ATCC 6538
Bacillus cereus ATCC >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,19
25921
Bacillus subtilis >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,65
ATCC 6633
Enterococcus faecalis >312,5 19,5 >312,5 >312,5 2,6
ATCC 49452
Listeria monocytogenes >312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,19
ATCC 15313

2.6. Evaluation de I’activité antifongique

L’activité antifongique des extraits de la plante G. saharae a été également recherchée par la
technique de diffusion des disques sur milieux gélose Muller-Hinton supplémenté vis-a-vis de
trois souches de référence de Candida albicans. Les diamétres des zones d’inhibition mesurés

sont regroupés dans le tableau 11.
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Nous observons que l’extrait chloroformique exerce une meilleure activité antifongique
vis-a-vis de toutes les levures testées et les diameétres d’inhibitions sont compris entre
12 et 8 mm.

L’extrait brut et I’extrait d’acétate d’éthyle présentent également un effet antifongique vis-a-
vis des levures Candida albicans IP 444 et Candida albicans 26790 avec des diamétres de
zone d’inhibition de I’ordre de 9 mm et 7 mm respectivement. Il est & noter également que

I’extrait n-butanol n’exerce aucune activité antifongique.

Tableau 11: Diametres des zones d’inhibition des extraits de la plante G. saharae vis-a-vis

des levures testées.

Extraits de
G. saharae
Extrait brut Extrait Extrait d’acétate Extrait AMB
Levures chloroformique d’éthyle n-butanol
Candida albicans 6 12 7 6 215
ATCC 26790
Candida albicans 6 8 6 6 15
ATCC 10231
Candida albicans 9 9 6 6 20
IP 444

Les résultats des CMI vis-a-vis des levures sont représentés dans le tableau 12. Nous
observons que les extraits exercent une faible activité antifongique avec une CMI de
10 mg/mL.

Tableau 12: Concentration Minimale Inhibitrice des extraits de la plante G. saharae vis-a-vis

des levures testées.

Extraits de | Extrait brut Extrait Extrait d’acétate Extrait
G. saharae (mg/mL) chloroformique d’éthyle n-butanol
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) AMB
Levures (ug/mL)
Candida albicans >10 10 10 >10 0,8
ATCC 26790
Candida albicans >10 10 >10 >10 0,4
ATCC 10231
Candida albicans 10 10 >10 >10 2
IP 444
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2.7. Evaluation de I’activité hémolytique

Les figures 44, 45, 46 et 47 représentent I’effet des différentes concentrations des extraits de
la partie aérienne de la plante G. saharae sur la fuite d’hémoglobine des globules rouges
humaines. Afin de comprendre le comportement de ces composés au cours du temps, I’effet

cytotoxique a été suivi pendant 60 min a 37°C.

Les résultats révelent I’existence d’une relation dose-réponse entre les concentrations des
différents extraits et leurs effets cytotoxiques. Les concentrations 25 et 12,5 pg/mL des
extraits de la partie aérienne de la plante G. saharae ne provoquent pratiguement pas de lyse
de globules rouges pendant la période d’incubation. Les taux d’hémolyse qui varient entre 0%
et 0,69% pour I’extrait d’acétate d’éthyle. Cependant, les concentrations 100 et 50 ug/mL ont
montré une élévation des taux d’hémolyses qui sont presque identiques pour 1’extrait brut et
I’extrait n-butanol qui ont passé a 5,33% pour I’extrait brut et a 5,38% pour 1’extrait n-butanol

durant les 60 min.

Concernant, les mémes concentrations 100 et 50 pg/mL de I’extrait chloroformique et
d’acétate d’éthyle, ces derniers ont révélé un taux d’hémolyse plus bas que les autres avec des
taux qui varient de 0% a 4,58% pour 1’extrait chloroformique et de 0% a 2,27% pour 1’extrait
d’acétate d’éthyle aprés 60 min d’incubation. Nous observons aussi que les taux d’hémolyse
de D’extrait chloroformique ont été presque le double des taux d’hémolyse de 1’extrait
d’acétate d’éthyle 4,58% et 2,27% pour la concentration de 100 pg/mL et 2,70% et 1,55%
pour la concentration 50 pg/mL dans le temps 60 min. ces taux d’hémolyses les plus élevés ne
dépassent pas 5,38% pour I’ensemble des extraits testés, et de ce fait ils sont considérés

comme inoffensifs vis-a-vis des globules rouges humains.
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Figure 44: Evolution des taux d’hémolyse en fonction des différentes concentrations de

I’extrait brut de la partie aérienne de la plante G. saharae.
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Figure 45: Evolution des taux d’hémolyse en fonction des différentes concentrations de

I’extrait chloroformique de la partie aérienne de la plante G. saharae.
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Figure 46: Evolution des taux d’hémolyse en fonction des différentes concentrations de

I’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne de la plante G. saharae.
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Figure 47: Evolution des taux d’hémolyse en fonction des différentes concentrations de

I’extrait n-butanol de la partie aérienne de la plante G. saharae.

2.8. Evaluation de P’activité anticholinestérase

2.8.1. Inhibition de I’acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BChE)

Les résultats obtenus ont montré que les extraits de la partie aérienne de la plante G. saharae

n’exercent pas un pouvoir inhibiteur sur enzymes de I’anticholinestérase a savoir

I’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase empéchant de déclencher la maladie.
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3. Les racines de la plante Glycyrrhiza glabra L.
3.1. Dosage des composés phénoliques des racines de la plantes Glycyrrhiza glabra L.

Le tableau 13 rapporte les teneurs en composés phénoliques dans les extraits des racines de la
plante Glycyrrhiza glabra L. Ces résultats montrent que les teneurs en composés phénoliques
varient considérablement entre les extraits ou I’extrait d’acétate d’éthyle posséde la teneur la
plus élevée 71,75 = 5,17 ug EAG/ mg E. Par contre, nous constatons que la teneur en
flavonoides et en tanins condensés dans 1’extrait chloroformique des racines de la plante

G. glabra est nettement supérieure a celle des autres extraits.

Tableau 13: Teneurs en composes phénoliques de racine de la plante G. glabra.

Extraits de racine de G. glabra PT? (ug EAG/mg E) FT? (ug EQ/mg E) TC? (ug EC/mg E)
Extrait brut 60,63 £ 6,13 81,83 + 6,03 12,59 + 0,006
Extrait chloroformique 65,75 £ 6,87 103,8+0,12 86,83 £ 0,043
Extrait d’acétate Ethyle 71,75 £5,17 79,56 £ 0,15 32,96 = 0,056
Extrait n-butanolique 28,75 £ 5,77 8,47 £0,023 2,95+ 0,038

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.

*PT : Polyphénols totaux exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait
(ng EAG/mg E).

*FT : Flavonoides totaux exprimés en microgramme ¢équivalent quercétine par milligramme d’extrait

(ug EQ/mg E).

*TC: Tanins condensés exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait

(ug EC/mg E).
3.2. Analyse de la RP-HPLC-PDA

L’extrait chloroformique (LCh) et acétate d’éthyle (LAE) ont été analysés par la technique
RP-HPLC-PDA. Les chromatogrammes obtenus a 280 nm sont représentés dans les figures
48 et 49.

Les résultats nous montrent que ces extraits contiennent plusieurs pics qui ont une absorption
intense a 280 nm. Selon leurs profils de spectre UV, ces composés sont de natures
polyphénoliques, en particulier 1’acide phénolique a savoir 1’acide gallique, 1’acide
p-coumarique et I’acide hydroxycinnamique comme I’acide ferulique. D’autre part, la classe
des flavonoides a été représentée par la quercétine et rutine (flavonols) et la glabridine

(isoflavane).

La méthode RP-HPLC-PDA décrite présente 1’avantage de la simplicité, précision et

sensibilité d’analyse ce qui nous permis d’identifier des composés spécifiques.
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Figure 48: RP-HPLC-PDA chromatogramme de 1’extrait choloroformique des racines de la

plante G. glabra.
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Figure 49: RP-HPLC-PDA chromatogramme de 1’extrait acétate d’éthyle des racines de la
plante G. glabra.

79



Troisieme partie

Résultats et inferprétation

3.3. Spectroscopie RMN *H

L’analyse spectrale par RMN *H a montré que la fraction L4 est composée de la glabridine

(Figure 51). Les signaux de proton sont illustrés dans la figure 50 ci-dessous.

RMN H (400 MHz, CDCl3) & 6.94 (d, 1H, H-5), 6.81 (d, 1H, H-20), 6.63 (d, 1H, H-19), 6.37
(dd, 2H, H-(7, 8)), 5.54 (d, 1H, H-6), 5.30 (s, 1H, H-17), 4.43 — 4.30 (m, 1H, H-13 [A]), 3.99
(t, 1H, H-11 [A’]), 3.66 (t, 1H, H-11 [B’]), 3.01 — 2.93 (m, 1H, H-13 [M]), 2.90 — 2.81 (m,
1H, H-12 [X]), 2.33 (t, 1H, 24 O-H), 1.42 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-21), 1.26 (s, 2H, 22 O-H),

1.11 (s, 1H, H-23).
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Figure 50: Spectre RMN *H de la glabridine extraite de la fraction L4 de I’extrait

chloroformique.
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Figure 51: Structure de la glabridine isolée de la fraction L4 de I’extrait chloroformique.

3.4. Evaluation de I’activité antioxydante
3.4.1. Piégeage du radical libre DPPH

Les résultats de 1’évolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction
des concentrations des extraits et des standards sont illustrés dans les figures 33, 52 et le
tableau 14.

Nous constatons que les extraits exercent un pouvoir inhibiteur du radical libre DPPH. Ce
pouvoir augmente progressivement avec 1’augmentation de la concentration des extraits ainsi

que les standards).

Le pourcentage d’inhibition le plus important a été enregistré par I’extrait chloroformique a la
concentration 200 pg/ mL (88,76% = 0,20). Ces pourcentages d’inhibitions nous ont permis
de calculer la Clsp et de comparer 1’efficacité des extraits. Nous rappelons que plus la valeur
de la Cls est faible plus I’extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres. D’apres les valeurs
obtenues, 1’extrait chloroformique présente la Clsg la plus basse a celle des autres extraits, et
donc la meilleure activité avec une Clsg d’environ 33,94 + 1,23 pg/mL suivie de I’extrait
d’acétate d’éthyle et I’extrait brut. Tandis que, la Clso la plus élevée a été enregistrée par

I’extrait n-butanolique ce qui signifie I’activité antioxydante la plus faible.

Cependant, en comparant avec les antioxydants de standards, les extraits testés s’averent

moyennement actifs.
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Figure 33: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

des standards BHA et BHT.
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Figure 52: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des

extraits de racine de la plante G. glabra.

Tableau 14: Valeurs Clsg des extraits de racine de la plante G. glabra.

Piégeage du radical libre DPPH

Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT’
G. glabra brut ® chloroformique ® d’éthyle ® butanolique ?
Clso (Mg/mL) | 123,64+ | 33,94+123 67,57 +257 | 304,46+9,64 | 6,14+ 12,99 +
5,06 0,41 0,41

®Valeurs exprimées autant que moyenne * S.D. de trois mesures paralléles.
®Composés de références.
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3.4.2. Piégeage du radical ABTS

Les figures 35, 53 et le tableau 15 regroupent les pourcentages d’inhibition a 50% du radical
ABTS par rapport aux extraits ainsi que les antioxydants de références. Ce pourcentage
augmente proportionnellement avec 1’augmentation de la concentration. En effet, les résultats
ont montré que I’extrait chloroformique a présenté la Clsg la plus intéressante de 1’ordre de
3,54 + 0,99 pg/mL. Les valeurs des Clso du piégeage du radical ABTS sont dans 1’ordre

suivant : extrait chloroformique < extrait brut < extrait acétate d’éthyle < extrait n-butanol.

Cependant, les Clsq des références BHA et BHT sont legerement inférieures a celles obtenues

par les extraits en particulier I’extrait chloroformique.
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Figure 35: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTS en fonction

des concentrations des standards BHA et BHT.
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Figure 53: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTS en fonction
des concentrations des extraits de la plante G. glabra.

Tableau 15: Résultats des Clsg des extraits de plante G. saharae par la méthode du piégeage
du radical ABTS.

Piégeage du radical cationique ABTS

Extraits de . a Extrait Extrait d’acétate Extrait n- b b
G. glabra Extrait brut chloroformique ® d’éthyle butanolique * BHA BHT
Clso (ug/mL) | 11,11 +0,35 3,54 + 0,99 17,46 + 0,89 60,50 + 1,75 1623?0i 168iloi

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.

3.4.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le tableau 16 montre I’évolution des absorbances du chélate de Cu(I)-Néocuproine en
fonction des concentrations des extraits des racines de la plante G. glabra et les standards
(BHA et BHT). Nous notons une évolution des absorbances d’une maniére dose-dépendante
(Figure 37 et Figure 54). Ce qui nous a permis de calculer la valeurs Ag s ou nous constatons
que la valeur Ags la plus intéressante a eté enregistrée par 1’extrait chloroformique
(21,78 £ 2,91 pg/mL) suivie de I’extrait d’acétate d’éthyle. Tandis que, 1’extrait brut et
n-butanolique possédent les Ags les plus faibles. Cependant le pouvoir réducteur de cuivre de

nos extraits reste inférieur par rapport a celui des standards.
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Capacité antioxydante par réduction

du cuivre

¢BHA EBHT

y =0,676In(x) - 0,387
R?=0,975

y =0,512In(x) - 0,087
R2=0,971
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Figure 37: Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) des standards

BHA et BHT.
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Figure 54: Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) par les

extraits de la plante G. glabra.

Tableau 16: Résultats Ag s des extraits de plante G. saharae par la méthode CUPRAC.

Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)
Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT’
G. glabra brut ® chloroformique ® d’éthyle butanolique
Ags (Lg/mL) 132,67 + 21,78 +2,91 45,22 + 6,98 400,33 + 0,58 535+ 8,97+
5,00 0,71 3,94

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.
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3.4.4. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Les résultats du pouvoir réducteurs du fer des extraits de racines de la plante G. glabra sont

regroupés dans les figures 39, 55 et le tableau 17.

Nous constatons que 1’extrait d’acétate d’éthyle présente une faible valeur Ags d’environ

176,00 £ 0,21 pg/mL ce qui signifie une meilleure capacité a réduire le fer suivie par I’extrait

chloroformique et I’extrait brut respectivement. Cependant, 1’extrait n-butanol montre le

pouvoir réducteur du fer le plus faible. Les résultats obtenus avec les antioxydants de

références sont nettement inférieurs par rapport a ceux obtenus par nos extraits.

Pouvoir réducteur du fer a 700 nm

@ Ac ascorbique M a-Tocophérol

2,5 ~

2 - y =0,008x + 0,139
R?=0,984

y = 0,285In(x) + 0,002
R%=0,984

0 J-J_ L T T T T 1
ﬁ) 50 100 150 200 250
-0,5 .
Concentrations en pg/mL

Figure 39: Pouvoir réducteur du fer des standards.
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Figure 55: Pouvoir réducteur du fer des extraits de racine de la plante G. glabra.
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Tableau 17: Pouvoir réducteur du fer des extraits de plante G. saharae par la méthode FRAP.

Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- Acide o-
G. glabra brut ? chloroformique ? d’éthyle ® butanolique ® | ascorbique” | Tocophérol®
Aos(Hg/mL) | 194,00+ | 186,50 + 0,50 176,59 + 0,21 >200 6,77 + 3493+
3,00 1,15 2,38

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.

3.4.5. Capacité antioxydante totale (CAT)

Le test au phosphomolybdate est tres utilisé pour déterminer la capacité antioxydante totale

(CAT) des extraits de plantes. Les résultats sont regroupés dans la figure 41 et le tableau 18.

Nous constatons que I’efficacité des échantillons a réduire le Mo®" en Mo®* est variable. Tous
les extraits des racines de la plante G. glabra ont montré une bonne activité dont la plus forte
est enregistrée par les extraits n-butanol, brut et acétate d’éthyle.

‘|A
[N 3,

Absorbance a 695 nm
o
(9]

O T T T T T 1
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Concentrations de I'acide ascorbique en mg/mL

Figure 41: Capacité antioxydante totale de 1’acide ascorbique.

Tableau 18: Capacité antioxydante totale des différents extraits de G. glabra.

Extraits de racine Extrait brut Extrait Extrait d’acétate Extrait n-
de G. glabra chloroformique d’éthyle butanolique
CAT? (mg EAA/g 3,81+ 0,001 7,54 + 0,001 3,90 + 0,002 3,33 +0,001
E)

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
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3.4.6. Activite antioxydante basée sur I’effet de la phénanthroline

L’intensit¢ de la couleur orange due a la complexassions du fer réduit avec la
1,10-phénanthroline pour former la ferroine dépend largement de 1’augmentation de la
concentration des extraits ainsi que les antioxydants de standards (BHA et BHT) (Figure 42
et Figure 56). D’aprés les résultats représentés dans le Tableau 19, nous remarquons que la
valeur Ags la plus faible et donc I’activité antioxydante la plus intéressante est obtenue par
I’extrait chloroformique (34,34 + 3,13 ug/mL) suivie de I’extrait acétate d’éthyle. L’extrait

brut et la fraction butanolique ont le pouvoir réducteur le plus bas.

¢BHA EBHT
2,5 -
y = 0,065x + 0,460
5 . R? = 0,994
1,5 -

y =0,043x + 0,403
R?=0,999

Absorbance de la phénanthroline a
510 nm

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentrations en pg/mL

Figure 42: Test de I’activité antioxydante par la méthode de la phénanlthroline par les
standards BHA et BHT.
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Figure 56: Test de I’activité antioxydante par la méthode de la phénanlthroline par les extraits

de racine de la plante G. glabra.

Tableau 19: Résultats Ao s des différentes extraits de la plante G. saharae par la méthode de

la phénanthroline.

Absorbance de la phénantroline a 510 nm
Extraits de Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait n- BHA® BHT"
G. glabra brut ® chloroformique ® d’éthyle butanolique *
Aos (Mg/mL) 196,33 £ 34,34 £ 3,13 81,33£2,75 197,78 £ 9,81 2,24 + 0,93+
6,03 0,17 0,07

®Valeurs exprimées autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.
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3.5. Activité antibactérienne
3.5.1. Technique de diffusion des disques sur milieu solide

La sensibilité des souches aux extraits des plantes a été réalisee par la technique de diffusion
en milicu gélosé. Les résultats des diamétres des zones d’inhibition des extraits des racines de
la plante G. glabra vis-a-vis des bactéries & Gram positif et & Gram négatif sont illustrés dans
le Tableau 20.

Nous remarquons que toutes les bactéries a Gram positif ont montré une sensibilité vis-a-vis
des deux extraits brut et chloroformique avec des diamétres compris entre 8 et 12,5 mm a
I’exception d’Enterococcus faecalis ATCC 49452. Par contre, nous constatons que les extraits
d’acétate d’éthyle et de n-butanol ont été les moins actifs pour les mémes souches, sauf
Micrococcus luteus ATCC 9341 ou elle s’est avérée sensible a de 1’extrait n-butanol avec un

diamétre de zone d’inhibition de 8 mm.

Pour les bactéries Gram negatif, les deux extraits brut et chloroformique, se sont révéles étre
actifs a leur tour avec des diamétres de zones d’inhibitions compris entre 7 et 15 mm a
I’exception des souches Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Proteus mirablis ATCC
35659. Escherichia coli ATCC 8739, Enterobacter cloacae ATCC 13047 pour I’extrait brut
et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumanni ATCC 19606 pour
I’extrait chloroformique. Cependant, les mémes souches ont montré une resistance vis-a-vis
des extraits d’acétate d’éthyle et n-butanol a I’exception de Salmonella typhimirium
ATCC 13311 et Enterobacter cloacae ATCC 13047 qui ont présenté une sensibilité avec des
diametres des zones d’inhibition de 7 et 8 mm respectivement pour 1’extrait d’acétate
d’éthyle. Tandis que I’extrait n-butanol a été actif vis-a-vis de Citrobacter freundii ATCC

8090 avec 7 mm comme un diameétre de zone d’inhibition.
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Tableau 20: Diamétres des zones d’inhibition des extraits des racines de la plante G. glabra

vis-a-vis des souches bactériennes.

Extraits de racine de la plante G. glabra
Extraits —_
S
= E o = c ©° é
= £Q S u 55 | B
7 = e ) L o | I<3)
Bactéries 52 S0 5 5 3 R}
Escherichia coli ATCC 8739 6 10 6 6 22
Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 6 6 6 6 19
= Pseudomonas aeruginosa ATCC
«©
\g, 27853 15 6 6 6 12
E - -
s Acinetobacter baumanni ATCC 9 6 6 6 35
o) 19606
«T
g Citrobacter freundii ATCC 8090 9 9 6 7 18
=
2 Proteus mirablis ATCC 35659 6 6 6 6 25
©
Salmonella typhimirium ATCC
13311 7 7 7 6 22
Enterobacter cloacae ATCC 13047 6 7 8 6 21
Staphylococcus aureus ATCC 6538 12 10 6 6 32
= Bacillus cereus ATCC 25921 11 10 6 6 20
Op Bacillus subtilis ATCC 6633 8 11 6 6 22
2 %’_ Enterococcus faecalis ATCC 49452 6 6 6 6 21
\Q
o Listeria monocytogenes ATCC 15313 8 11 6 6 22
s}
Micrococcus luteus ATCC 9341 10 12,5 6 8 22

(6mm) : représente le diameétre de disque (pas d’activité).
Gent: Gentamicine.

3.5.2. Méthode de la microdilution sur milieu liquide

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits de racines de la

plante G. glabra sont présentés dans le tableau 21.

Nous remarquons que I'extrait le plus puissant contre les bactéries Gram neégatif et Gram
positif est l'extrait chloroformique avec une CMI de 19,5 pg/mL suivi de I'extrait brut
(CMI = 312,5 pg/mL). La plus faible CMI pour I’extrait brut a été obtenus vis-a-vis des
souches Micrococcus luteus ATCC 9341 et Escherichia coli ATCC 8739 avec une
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CMI > 312,5 pg / mL. Cependant, I’extrait d’acétate d’éthyle a présenté les CMI les plus

éleves vis-a-vis de toutes les souches (CMI > 312,5 pg/mL).

Tableau 21: Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits de racine de la plante
G. glabra vis-a-vis des bactéries testées.

Extrait brut Extrait Extrait AE Extrait n- Gentamicine
Souches (ug/mL) CHCl; (ug/mL) butanol (ug/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL)
Escherichia coli ATCC >312.5 195 >312.5 3125 05
8739
Acinitibacter baumanni
ATCC 19606 312,5 >312,5 >312,5 >312,5 0,65
Citrobacter freundii
ATCC 8090 3125 >312,5 >312,5 >312,5 0,19
Proterus mirabilis
ATCC 35659 312,5 19,5 >312,5 >312,5 0,5
Enterobacter cloacae
ATCC 13047 312,5 19,5 >312,5 >312,5 2,60
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 3125 19,5 >312,5 >312,5 0,19
Bacillus cereus ATCC
25921 3125 19,5 >312,5 >312,5 0,19
Bacillus subtilis ATCC 3125 195 >312.5 >312,5 0,65
6633
Listeria monocytogenes
ATCC 15313 3125 19,5 >312,5 >312,5 0,19
Micrococcus luteus
ATCC 9341 >312.5 19,5 >312,5 >312,5 0,12

3.6. Evaluation de ’activité antifongique

L’évaluation de ’activité antifongique a été effectuée par la méthode de diffusion de disque
sur milieu solide vis-a-vis de trois souches de référence Candida albicans. Les diamétres de

zones d’inhibition mesurés sont regroupés dans le tableau 22.

Les résultats montrent que 1’extrait chloroformique a été le plus actif vis-a-vis des 03 souches
avec des diametres d’inhibition qui varient entre (7 et 10 mm), suivi de 1’extrait brut
avec des zones d’inhibition qui sont de 7 & 8 mm. Cependant, les souches C. albicans
ATCC 26790 et ATCC 10231 ont montré une résistance vis-a-vis de I’extrait d’acétate
d’éthyle et I’extrait n-butanol a ’exception de la souche C. albicans IP 444 qui s’est avérée

sensible avec un diamétre de zone d’inhibition de 8 mm avec les mémes extraits.
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Tableau 22: Diamétres des zones d’inhibition en mm des extraits de la plante G. glabra

vis-a-vis des levures testées.

Extraits de
G. glabra | Extrait Extrait Extrait d’acétate Extrait AMB
brut chloroformique d’éthyle n-butanol
Levures
Candida albicans 7 7 6 6 21,5
ATCC 26790
Candida albicans 7 8 6 6 15
ATCC 10231
Candida albicans 8 10 8 8 20
IP 444

Les résultats des CMI vis-a-vis des levures sont représentés dans le tableau 23. Nous
observons que 1’extrait chloroformique exerce une faible activité antifongique avec une CMI

de 20 mg/mL suivi de I’extrait brut avec une CMI de 40 mg/mL. Cependant, les extraits

acétate d’éthyle et n-butanol ont enregistré les CMI les plus faibles (>40 mg/mL).

Tableau 23: Concentration Minimale Inhibitrice des extraits de la plante G. glabra vis-a-vis

des levures testées.

Extraits de
G. glabra | Extrait brut Extrait Extrait d’acétate Extrait AMB
(mg/mL) chloroformique d’éthyle n-butanol | (ug/mL)
Levures (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Candida albicans 40 20 / / 0,8
ATCC 26790
Candida albicans 40 20 / / 0,4
ATCC 10231
Candida albicans 40 20 >40 >40 2
IP 444

3.7. Evaluation de ’activité hémolytique

Les résultats du test d’hémolyse sont preésentés sous forme d’évolution du pourcentage de
taux d’hémolyse en fonction du temps d’incubation a 37°C a quatre concentrations
(12,5; 25; 50 et 100 pug/mL) des extraits des racines de la plante G. glabra (Figures 57, 58,
59 et 60).
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D’aprés les résultats obtenus, aucune forme d’hémolyse n’a été enregistrée par I’ensemble

des extraits de racine de la plante G. glabra en fonction du temps et des concentrations.
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Figure 57: Effet des différentes concentrations de 1’extrait brut des racines de la plante

Pourcentage des taux d'hémolyse de

Figure 58:

G. glabra sur la fuite d’hémoglobine.
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Effet des différentes concentrations de 1’extrait chloroformique des racines de la

plante G. glabra sur la fuite d’hémoglobine.
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Figure 59: Effet des différentes concentrations de 1’extrait acétate d’éthyle des racines de la

plante G. glabra sur la fuite d’hémoglobine.
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Figure 60: Effet des différentes concentrations de 1’extrait n-butanol des racines de la plante

G. glabra sur la fuite d’hémoglobine.
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3.8. Evaluation de Pactivité anticholinestérase

Les résultats des activités inhibitrices de [I'acétylcholinestérase (AChE) et de la
butyrylcholinestérase (BChE) des extraits de racines de G. glabra, exprimés en pourcentage
d'inhibition, sont résumés dans les tableaux 24 et 25. Tous les échantillons testés ont présenté
une activité inhibitrice vis-a-vis de I'AChE et de la BChE. L'extrait chloroformique est le plus
efficace vis-a-vis des deux enzymes et plus particulierement contre la BChE avec une Cls, de

I’ordre de 4,72 pg/mL. Ce résultat est plus intéressant que celui du standard utilisé.

L'extrait brut a montré une activité inhibitrice modérée contre AChE et BChE avec une Clsg
de 190,18 £ 8,44 et 176,88 + 5,73 pg/mL, respectivement. L'activité inhibitrice la plus faible a
été enregistrée avec l'extrait d’acétate d’éthyle avec une Clsp > 200 pg/mL via les deux

enzymes.

Tableau 23: Pourcentage d’inhibition de I’acétylcholinestérase par les extraits de racine de la

plante G. glabra.

Extraits de Pourcentage d’inhibition de I’AChE
racine de G.
glabra 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 Clgo
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Extrait brut * 4,17 + 347+ 1,04 + 13,80 + 22,37+ 38,33 52,42 + 190,18 £
12,37 25,16 25,15 19,52 8,20 10,51 5,85 8,44
Extrait NA NA 30,42 + 44,01 + 56,95 74,89 £ 87,37 % 38,43+
chloroformique? 5,68 6,99 6,06 5,92 1,24 8,98
Extrait NA NA NA NA 18,64 29,59 + 39,87 + >200
d’acétate 8,16 5,76 4,17
d’éthyle
Extrait n- NA NA NA NA NA NA 39,95 + >200
butanol * 45,63
Galantamine ° 35,93+ 43,77 + 68,50 + 80,69 + 85,78 + 91,80 £ 94,77 £ 6,27 +
2,28 0.00 0,31 0,41 1,63 0,20 0,34 1,15

Valeurs exprimés autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléles.
Composés de références.
NA: absence d’absorbance.
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Tableau 24: Pourcentage d’inhibition de la butyrylcholinestérase par les extraits de racine de
la plante G. glabra.

Extraits de Pourcentage d’inhibition de la BChE
racine de G.
glabra 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 Clsg
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
pg/mL pg/mL
Extrait brut NA NA NA 4,56 + 5,32+ 16,83 + 57,79 + 176,88 £
2,95 4,26 14,70 1,58 5,73
Extrait 46,09 £ 62,09 £ 66,24 + 77,03+ 87,74 + 93,66 SAT 4,72 £
chloroformique? 16,59 8,34 4,25 2,72 0,56 0,92 0,72
Extrait NA NA 9,23+ 17,27 + 1,97 + 30,30 £ 30,44 £ > 200
d’acétate 13,83 13,16 5,92 5,32 17,96
d’éthyle ®
Extrait n- NA NA NA NA NA NA NA NA
butanol ?

Galantamine " 35,93 + 43,77 68,50 + 80,69 + 85,78 91,80 + 94,77 + 6,27 +
2,28 0.00 0,31 0,41 1,63 0,20 0,34 1,15

Valeurs exprimés autant que moyenne + S.D. de trois mesures paralléle.
Composés de références.

NA: absence d’absorbance.

SAT: Sauration.
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Quaftrieme partie Discussion générale

Cette étude décrit les analyses du contenu phénolique de deux plantes récoltées en Algérie et
appartenant a la famille des fabacées en I’occurrence Genista saharae (Coss. & Dur.) et
Glycyrrhiza glabra L.

Les composés phenoliques sont des métabolites secondaires largement distribués dans les
plantes comestibles et non comestibles. Ces composés ont recu une attention considérable en
raison de leur activité antioxydante et de leur capacité a piéger les radicaux libres. Ils peuvent
étre extraits par différents solvants et méthodes. Parmi les composés phénoliques, les
flavonoides sont I'un des groupes de composés naturels les plus divers et les plus répandus qui

sont probablement les phénols naturels les plus importants (Prasard et al., 2009).

Concernant la plante Genista saharae (Coss. & Dur.), la teneur la plus élevée en composés
phénoliques a été enregistrée par 1’extrait n-butanol. Ce résultat est en accord avec celui de
Chebbah et al.,, (2014) qui a obtenu une forte teneur en polyphénols pour I’extrait
n-butanolique de la plante G. cephalantha (156,86 + 4,35 ug EAG/mg E). En ce qui concerne
le dosage des flavonoides totaux et les tanins condensés, I’extrait chloroformique a montré le

taux le plus élevé par rapport aux autres extraits.

Les résultats obtenus par I’extrait d’acétate d’éthyle de la plante G. saharae sont proches de
ceux du méme extrait de la plante G. cephalantha (65,83 * 4,35 pug QE/mg E)
(Chebbah et al.,, 2014). Cependant, d’autre recherches ont eu des valeurs nettement
supérieures aux notres (Bouchouka et al., 2012) (242 mg EQ/g E) ; (Maanani et al., 2018)
(159,94 + 0,11 mg ER/g E).

Certaines études ont montré que le contenu en composés phénoliques change de maniéere
significative d'une espéce a une autre et au sein d'une méme espece, en raison des facteurs
extrinséques (température, climat....) (Ksouri et al., 2008). Cette variation est peut-étre due a
plusieurs parameétres influencant la qualité des extraits et les composés phytochimiques a
extraire telles que la partie de la plante utilisée, 1’origine, la période de la récolte, la taille des
particules des tissus végétaux, la nature du solvant employé¢ et le mode d’extraction réalisé,
ainsi que, la durée d’extraction et la température (Ncube et al., 2008 ; Das et al., 2010 ;
Tiwari et al., 2011).

Selon les profils des spectres UV, les composés phénoliques identifiés sont I'acide gallique,
I'acide caféique, l'acide p-coumarique et l'acide sinapique, quercétine et la naringinine. Nos

résultats sont en accord avec ceux de Chouikh et al., (2018) qui a confirmé la présence des
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métabolites comme 1’acide gallique, [’acide caféique, I’acide p-coumarique, [’acide

hydroxybenzoique (la vanilline) et la rutine (flavonols).

L’extrait chloroformique de la plante G. saharae a été sélectionné pour étre analysé par RMN.
Il a été fractionné sur colonne chromatographique en utilisant le gel de silice comme phase
stationnaire. 10 fractions ont été obtenues (G1-G10) aprés confirmation par chromatographie
sur couche mince (CCM), la fraction G4 a fait I’objet de I’analyse RMN *H (2D) et **C. Nous
avons pu identifier la présence d’un isoflavone nommé la génistéine (5,7,4’-
trihydroxyisoflavone) dans la plante G. saharae C’est un flavonoide présent dans certaines
legumineuses et les plantes médicinales chinoises Genista tinctoria Linn et
Sophora subprostrala Chun. 1l est largement utilisé comme complément alimentaire aux
Etats-Unis pour divers avantages présumés pour la sant¢ (Erdman, 2000 ;
Sacks et al., 2006 ; Si et al., 2008).

D’aprés plusieurs auteurs, il a été bien noté que les plantes médicinales qui contiennent de
grandes quantités en composés phénoliques sont douées de potentiel antioxydant important
(Da Silva et al., 2006 ; Falleh et al., 2011 ; Dehshiri et al., 2013). Ce qui nous a poussés de
tester I’activité antioxydante des quatre extraits de la plante G. saharae par six méthodes
différentes. Nous avons constaté que 1’extrait chloroformique a montré les meilleures
activités. Ce potentiel antioxydant peut s’expliquer par la présence des phénols et des
flavonoides et leur capacité a réduire les ions métalliques et a agir comme donneurs
d’¢électrons et piégeurs des radicaux libres (Leopoldini et al., 2010;
Kiliani-Jaziri et al., 2011 ; Ghasemzadeh et al., 2012 ; Chaouche et al., 2014). L’activité
antioxydante des composés phénoliques tels que les flavonoides dépend de leur structure
chimique, notamment la distribution des groupes hydroxyles ou la réduction des radicaux
libre est liée étroitement a la 3°,4’-orthodihydroxy sur le cycle B et le groupe 4-carbonyl sur le
cycle C. les groupes 3-OH et 5-OH sur le cycle C sont également appropriés pour 1’effet
antioxydant (Chekroun et al., 2015). Elle est largement influencée par le nombre des
hydroxyles présents dans les molécules (Halbwirth, 2010).

Une autre étude de la relation structure-activitt a montré que l’origine de I’activité
antioxydante des composés phénoliques est due a leurs groupes hydroxyles. L’emplacement
des groupes —OH et —OCHg3 peut augmenter ou diminuer [’activité. En particulier, les
composés ayant un second —OH en position ortho ou para présente une activité antioxydante

plus élevée qu’en position méta (Muhammad et al., 2016).
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En effet, plusieurs études ont montré que les composés phénoliques extraits des plantes ont la
capacité a se complexer avec des ions des métaux de transition et ils deviennent plus stables
(Lee et al., 2007). Ces résultats sont cohérents avec les recherches antérieures concernant la

quantité de flavonoides avec 1’efficacité d’élimination des radicaux (Guettaf et al., 2016).

D’apres Halliwell et Gutteridge, (2007), les polyphénols et les flavonoides sont de puissants
antioxydants et agissent en piégeant de nombreuses espéces réactives de 1’oxygene,
notamment les radicaux hydroxyles, les radicaux peroxyles, les acides radicalaires

hypochloreux, I’anion superoxyde et le peroxynitrite.

L'acide caféique, la naringénine et la quercétine, sont des composés caractérises dans notre
extrait et se sont révélés avoir des effets biologiques et thérapeutiques élevés, notamment des
activités antioxydantes et anticancéreuses (Maatook et al., 2016). La naringeénine est une
flavanone présente principalement dans plusieurs plantes qui s'est avérée posséder de
nombreuses propriétés pharmacologiques, notamment antioxydantes, hypolipidémiques, anti-

inflammatoires (Alam et al., 2017).

Selon Meriane et al., (2014), les isoflavones polaires et apolaires sont les principaux

contributeurs a l'activité antioxydante.

Nos analyses RMN pour I’extrait chloroformique nous ont permis de mettre en évidence d’un
isoflavone : la génistéine (5,7,4’-trihydroxyisoflavone) dans la plante G. saharae.
Ruiz-Larrea et al., (1997) ont étudié I’activité antioxydante de quatre isoflavones. La
génistéine était de loin I'antioxydant le plus puissant parmi cette série de composes étudiés.
Cependant, cet effet de la génistéine n'est atteint qu'a des concentrations allant de 25 a
100 uM, (Luo et al., 2018).

Les études d’Agarwal, (2000) et Ravindranath et al., (2004) ont montré que la structure de
cette molécule est semblable a celle de I’cestradiol, ce qui lui confére la capacité de se lier aux
récepteurs cestrogéniques (phytoestrogene). Cette molécule naturelle est la plus active des
isoflvones et présente des caractéristiques intéressantes comme ’inhibition de I’angiogenese,
la différenciation cellulaire, la destruction des cellules tumorales, le traitement des symptémes

de la ménopause et la prévention de 1’ostéoporose.

L’¢évaluation de ’activité antileucémique in-vitro et in-vivo de la génistéine a montre qu’elle
posséde une activité antinéoplasique dépendante de la dose et du temps contre les lignées

cellulaires de leucémies myéloides et lymphoides (Raynal et al., 2008).
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Nous pensons fortement au réle de la génistéine dans I’activité antioxydante décelée par

I’extrait chloroformique.

En science théorique, l'activité antioxydante consiste a réduire ou & éliminer les radicaux
libres et I'oxygene naissant d'un environnement. D'un autre c6té, de nombreuses bactéries
pourraient également dépendre de ces oxygéenes naissants pour leur survie dans un
environnement donné. Ainsi, par implication, la réduction ou I'élimination des radicaux libres
ou des oxydants pourraient étre liés a l'activité antimicrobienne. Ce qui laisse a admettre que
de nombreux agents phénoliques peuvent présenter a la fois des propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes.

Pour cela nous avons testé les quatre extraits de la plante G. saharae vis-a-vis de 14 bactéries
et 3 levures. Nous avons choisi un panel de mico-organismes qui sont virulents et qui peuvent
provoquer des gastro-entérites, des infections des voies urinaires et des méningites néonatales.
Ces microorganismes sécretent différents types de toxines, principalement des entérotoxines

et des exotoxines et provoquent diverses maladies sauvages chez les étres humains.

Nous avons démontré que nos extraits ont une trés bonne activité antimicrobienne. On peut
dire que les micro-organismes utilisés réagissent de différentes manieres soit par rapport a la
nature de l'extrait, soit au degré de résistance et de sensibilité face a une méme substance
(Venugopal et al., 2009).

Il a été rapporté que la fraction d'acétate d'éthyle de la partie aérienne de G. saharae posséde
une excellente activité antibactérienne contre S. aureus (Bouchouka, 2012). Cette activité est
due probablement au réle de I'acide gallique dans l'activité antimicrobienne montrée par notre
extrait. L'acide gallique est un composé phénolique obtenu en particulier a partir de plantes et
les composés apparentés possedent structurellement de nombreuses propriétés thérapeutiques
potentielles, notamment des effets anticancéreux, anti-inflammatoires et antimicrobiens
(Alam et al., 2017). L'acide gallique isolé des feuilles de Ludwigia abyssinica s'est révélé
posséder des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes in vitro, ce qui en fait une source

de produits de santé naturels (Oyedeji et al., 2014).

Les Gram-positifs étaient plus sensibles que les bactéries Gram-négatives, cela peut
s'expliquer par la différence dans les constitutions morphologiques de ces souches. Les
bactéries a Gram négatif ont une membrane phospholipidique externe possédant des
composants lipopolysaccharides qui contribuent a la capacité de la bactérie a provoquer des
maladies (Pitchamuthu et al., 2012). Cela rend la paroi cellulaire imperméable aux
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substances chimiques antimicrobiennes. En outre, les bactéries a Gram positif sont plus
sensibles, car elles ne possédent qu’une couche de peptidoglycane qui ne constitue pas une

barriere de perméabilité efficace (Nostro et al., 2000 ; Sharma et al., 2010).

Pour qu’un nouveau produit puisse étre utilisé par 1’industrie pharmaceutique ou comme
additif alimentaire, la premiére chose a vérifier est I’innocuité de ces composés vis-a-vis de
I’étre humain. Le premier indicateur de la toxicité chez I’étre humain est le globule rouge
humain. Dans nos tests biologiques, nous avons déterminé le taux d’hémolyse vis-a-vis des
globules rouges humains d’un donneur unique sain. En sachant que |’hémolyse est un
phénomene irréversible par lequel les globules rouges sont détruits et libérent leurs

hémoglobines (Aguilar-Martinez et al., 2007).

Dans ce sens, la FDA recommande d’évaluer les seuils hémolytiques potentiels des
composés administrés dans le corps humain (FDA, 2005). L'activité hémolytique des
extraits de G. saharae peut étre donc un inconvénient grave pour la poursuite du

développement d’un produit pharmaceutique.

Les tests d’hémolyse des quatre extraits de la plante de G. saharae n’ont pas montré une
hémolyse notable vis-a-vis des GRH. Le taux d’hémolyse le plus élevé a été obtenu par
I’extrait acétate d’éthyle (4,58%).

Cette légére cytotoxicité de la partie aérienne de la plante G. saharae est peut-étre due aux
saponnines qui peuvent conférer a la plante des propriétés toxiques a fortes doses exercant
une activité hémolytique. Ces composés ont une capacité a former des complexes avec le
cholestérol de la membrane cellulaire conduisant par conséquent a la formation de pores et a
la perméabilisation cellulaire. Ils ont également la capacité de provoquer des altérations dans
les portions de glucides chargées négativement sur la surface de la cellule (Abe et al., 1981 ;
Melzig et al., 2001 ; Gauthier et al., 2009).

Du fait que, les antioxydants jouent un réle important dans la prévention des effets délétéres
des radicaux libres par leur neutralisation; ils peuvent également empécher la formation de
radicaux libres en séquestrant des métaux de transition comme le fer et le cuivre
(Gali et al.,, 2019). La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative
multifactorielle qui se définit cliniguement par une déficience cognitive et comportementale
(Jia et al., 2009). Divers faits corroborent le r6le central des radicaux libres dans les Iésions

du tissu cérébral et leur implication dans 1’apparition de la maladie d’Alzheimer. Ils peuvent

104



Quaftrieme partie Discussion générale

également activer I'expression de génes pro-inflammatoires qui maintiendront la réponse

inflammatoire et induiront des Iésions des tissus cérébraux (Ramesh et al., 2013).

Malheureusement nos résultats n’ont pas montré des activités inhibitrices sur les enzymes de
I’anticholinestérase : 1’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase, enzymes qui empéchent

le déclenchement de la maladie d’ Alzheimer.

Concernant les racines de la plante G. glabra, I’extrait chloroformique est celui qui a montré
les taux les plus élevés en polyphénols, a savoir les flavonoides totaux et tanins condenses. Ce
résultat a confirmé aussi que les flavonoides sont le principal groupe naturel de composés
phénoliques presents dans les racines de G. glabra. Ces résultats vont dans le méme sens que
ceux d’Asan-Ozusaglam et Karacoka, 2014, qui ont obtenu des teneurs plus élevées en
composés phénoliques dans 1’extrait dichlorométhane que celles obtenues par extraits aqueux
et éthanolique des racines de la réglisse Turque. Cependant, ces teneurs restent plus

importantes que celles que nous avons retrouvées.

De plus, selon Damle, (2014), les racines de G. glabra ont montré un grand nombre de
constituants bioactifs formant 40 & 50% du poids total de matiére séche avec une importance

ethnopharmacologique.

L’extrait chloroformique LCh et acétate d’éthyle LAE ont été analysés par la RP-HPLC-PDA.

Cette technique présente l'avantage de la simplicité, de la précision et de la sensibilité.

Les résultats suggérent que les extraits LCh et LAE contenaient plusieurs pics qui avaient une
absorption intense a 280 nm. Selon les profils de spectres UV, ces composés ont été de nature
polyphénoliques, en particulier 1’acide phénolique (acide gallique, acide p-coumarique) et
I’acide hydroxycinnamique sous forme d'acide férulique. D’autre part, les principales sous-
classes de flavonoides ont été caractérisees par la quercétine, la rutine (flavonols) et la

glabridine (isoflavane).

En comparant nos résultats avec ceux de Liao et al., (2012) nous constatons que 1’analyse
chromatographique des racines de la plante G. glabra d’origine Talwanaise ne contenait pas
de quercétine contrairement a notre cas. Cette variation peut s’expliquer par le fait que les
composés phéenoliques changent de facons considérables d’une espéce a une autre et a
I’intérieur de la méme espeéce (Ksouri et al., 2009), a cause des facteurs génetiques (la variété
et D'origine d’especes) (Ebrahimzadeh et al., 2008), et physiologiques (le degré de

maturation de la plante, nature des organes utilisés) (Maisuthisakul et al., 2007).
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Les analyses RMN de I’extrait chloroformique nous confirment que le composant majoritaire
de cet extrait est la glabridine. Ce composé naturel a été isolé et caracterisé pour la premiere
fois en 1976 par Saitoh et al., (1976).

Shanker et al., (2007) et Liao et al., (2012) ont confirmé dans leurs travaux la présence de la
glabridine dans les échantillons de racines de la plante G. glabra. D’aprés les mémes auteurs
le contenu de glabridine varie avec l’origine de la plante (Hatano et al., 1991;
Hayashi et al., 2003).

A ce jour, les paramétres nécessaires a une caractérisation chimique exhaustive de la
glabridine sont répartis dans toute la littérature. Les données de résonance magnetique
nucléaire (RMN) de la glabridine ont été principalement acquises dans le chloroforme
(CDCl3) (Kinoshita et al., 1996) et le diméthylsulfoxyde (DMSO-d6) deutérés, a 300 ou
400 MHz (Jirawattanapong et al., 2009). Les deux solvants offrent une bonne dispersion du
signal et les spectres acquis dans le DMSO-d6 sont essentiellement exempts de
chevauchement de résonances lors de l'utilisation d'instruments de 300 & 600 MHz. Les
spectres RMN *H de la glabridine acquis dans ces solvants ne sont pas identiques, notamment
dans la région aromatique, ou les signaux des protons H-6 et H-5’ se chevauchent dans
CDCIs. Dans certains articles, les affectations de protons ont été inexactes, en particulier en ce
qui concerne les protons aromatiques qui ont été signalés comme des gammes de signaux (par
exemple, «6,37-6,41 (2H, m)») (Vaya et al., 1997 ; Cui et al., 2008).

L’activité antioxydante des racines de la plante G. glabra a été aussi évaluée par Six
méthodes. Cette activité est corrélée a la valeur Clsp et Ags. Une valeur Clso ou Ag s inférieure

indique une activité antioxydante plus élevée.

Nos résultats ont montré que 1’extrait chloroformique a été le plus efficace en tant que piégeur
des radicaux libres DPPH et ABTS (Clsp = 33,94 + 1,23 et 3,45 = 0,99 pg/mL
respectivement). le méme extrait s’est avéré avoir un puissant potentiel a réduire les ions
métalligues CUPRAC et la phenanthroline (Ags = 21,78 £ 2,91 et 34,34 + 3,13 pg/mL). Par
contre, I’extrait acétate d’éthyle avait le pouvoir réducteur de fer et la capacité antioxydante
les plus élevés. Ces résultats peuvent étre rapportés aux grandes teneurs en COMpPOSES
phénoliques, en particulier les flavonoides dans les deux extraits chloroformmique et

d’acétate d’éthyle.

Le profil HPLC a démontré que les flavonoides constitue le groupe principal des racines de G.
glabra, qui agissent en tant qu'agents antioxydants contre les radicaux libres (Ali et al., 2013).
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Ju et al., (1989) a rapporté que les flavonoides de la réglisse sont les plus puissants
antioxydants naturels connus. Cette diversité de composants phénoliques d'extraits de racines
de réglisse peut offrir une résistance au stress oxydatif en piégeant les radicaux libres, en
inhibant la peroxydation des lipides (Badkhan et al., 2014).

Nos résultats sont en accord avec 1’étude menée par Mehreen et al., (2012) qui a indiqué que
I'extrait chloroformique des racines de G. glabra a été plus efficace en tant que piégeur des
radicaux libres et avait un bon pouvoir de réduction. Une autre étude fournie par
Visavadiya et al., (2009) démontre que G. glabra posséde une activité antioxydante et un
effet protecteur considérables contre le systeme de stress oxydatif des lipoprotéines humaines
étudié in vitro.

L’étude de I’activité antimicrobienne des extraits nous a révélé que les extraits testés
présentent des niveaux d’activités variables en fonction des souches étudiées. Notre étude est
en accord avec celle trouvée par Karami et al., (2013) ou la souche Enterococcus faecalis a
montré une résistance a 1’extrait chloroformique. Aucune activité n’a ét¢ marquée par les
extraits vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae ce qui est en accord avec les résultats obtenus par
Ercisli et al., (2008). Cette variation entre les diamétres des zones d’inhibitions obtenues
s’explique par la sensibilité de ces souches vis-a-vis des extraits de racines de G. glabra. Les
études réalisées par Sultana et al., (2010), et par Asan-Ozusaglam et Karakoca, (2014),
confirment nos résultats. Selon Sharma et al., (2013), I'extrait hydrométhanolique des racines
de la réglisse a présenté une activité antibactérienne puissante contre les bactéries a Gram

positif et négatif.

L'intéressante activité antibactérienne de I’extrait chloroformique et I’extrait brut est
certainement liée a la présence des métabolistes secondaires présents dans la plante. Ces
métabolites servent de mécanisme de défense contre l'invasion par des micro-organismes
(Demizu et al., 1988 ; Murugan et al., 2013 ; Sharma et al., 2013), ou chaque composant

joue un role primordial dans la plante.

Asha et al., (2013) a testé la glabridine et un extrait enrichi en flavonoides de G. glabra
(GutGard®, contenant > 3,5% p/p de Glab) contre différentes souches d’Helicobacter pylori,
considéré comme la principale cause d’ulcére-duodénal. Les CMI mesurés pour la Glabridine

et GutGard® étaient de 12,5 et 100 pug/mL respectivement.

Une autre étude fournie par Thakur et al., (2016) a demontré que des échantillons de
glycyrrhizine extraite a partir des racines de la réglisse (Nassiri et Hosseinzadeh, 2008), ont
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une action antibactérienne efficace sur les six micro-organismes. Des rapports ont confirmé
que les flavonoides, les isoflavanes et [isoflavane sont les substances phénoliques
hydroxylées, dont leur synthése par les plantes est connue en réponse a l'action microbienne
(Cowan, 1999 ; Manoj et al., 2010), cependant, les saponines sont actives en raison de la
fuite de protéines et de certaines enzymes (Zablotowicz et al., 1996 ; Patil et al., 2009) et les
tanins se lient aux protéines riches en proline et interferent avec la synthése des protéines
(Shimada et al., 2006).

Concernant I’évaluation de I’activité hémolytique les résultats obtenus, n’ont montré aucune
toxicité de nos extraits en fonction du temps et des concentrations. Cela est du probablement,
a I’absence des composés toxiques agissant sur les cellules érythrocytaires. Ce qui confirme le
fait que la réglisse est une plante réputée pour ces vertus ethnopharmacologique trés utilisée
dans la médecine traditionnelle pour son potentiel de prévention et de traitement des maladies

et sans effet toxique.

Les inhibiteurs du cholinestérase sont utilisés cliniquement en premiére ligne dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer (Howes et al.,, 2003). Plusieurs composants
phytochimiques présentaient une activité inhibitrice de la cholinestérase, ce qui pourrait étre
bénéfique dans le traitement des troubles neurodégénératifs tels que la maladie d’Alzheimer
(Dasmalshi et al., 2007). Conformément a Vinutha et al., (2007), qui a classé I'efficacité du
pourcentage d'inhibition de I'AChE comme suit: puissant (inhibition > 50%), modérée
(inhibition de 30 a 50%), faible (inhibition < 30%) et nul (< 5% d'inhibition). Selon cette
classification, I'extrait chloroformique peut étre considéré comme puissant et peut étre
bénéfique pour la santé humaine (Taylor, 2009). Cela est probablement di a la teneur élevée
en composés phénoliques actifs présents dans I'extrait offrant une relation structure-activité,
mais le composé responsable de cette activité ou le fragment actif et le mécanisme de liaison a
I'enzyme nécessitent des recherches supplémentaires. En effet, aucun rapport d'activité

inhibitrice de I'enzyme cholinestérase in vitro n'a été évalué chez cette espece.

Ce pendant, une étude récente de Ravanfar et al., (2018) a montré que la sclérose en plaque
(SEP) et la maladie d’Alzheimer (MA) sont des troubles neurologiques chroniques
caractérisés par une perte progressive de cellules neurales par diverses voies moléculaires et
pathologiques. Les voies les plus étudiées par lesquelles les auteurs soupconnent que la
réglisse joue son réle neuroprotecteur sont :

Voie du facteur de nécrose - kappa B (NF - kB) (Srinivasan et al., 2015), la voie du

glutamate et la voie PI3K / Akt (Kao et al., 2009)
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Dans I'étude de Cherng et al., (2006), des cellules cultivées en hippocampe de rat ont été
traitées avec du glutamate pour induire I'apoptose. Les caractéristiques morphologiques
microscopiques de l'apoptose étaient significativement diminuées de maniére dépendante de
la concentration en présence d'acide glycyrrhizique. Cette étude a montré que 1’acide
glyccyrrhizique provoque une diminution significative de la voie médiée par les récepteurs
NMDA de la signalisation du glutamate ainsi que NF-kB qui est un signal en aval dans cette
voie. L’acide glycyrrhizique a été déterminé pour bloquer de maniére significative la liaison

du facteur kB a ses sites d'/ADN, ce qui entraine des voies d'apoptose d'activation.
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Cinguiéme partie Conclusion

Les plantes sont ’'une des sources importantes des médicaments et leur valeur médicinale

réside dans certaines substances chimiques qui produisent une action physiologique définie

sur le corps humain. Etant donné la toxicité et les effets secondaires indésirables des

molécules de synthése, Il existe une demande croissante de drogues naturelles.

Dans ce contexte, la présente étude a porté sur 1’étude phytochimique et biologique d’extraits

de deux plantes médicinales Genista saharae (Coss. & Dur.) et Glycyrrhiza glabra L. utilisés

empiriqguement dans la pharmacopeée traditionnelle locale, pour le traitement de divers

maladies. A la lumiére des résultats obtenus, il ressort de notre travail les points suivants:

Les extraits chloroformiques des deux Fabacées G. saharae et G. glabra, sont tres riches
en métabolites secondaires, particulierement les flavonoides.

L’analyse chromatographique par HPLC des extraits chloroformiques et acétates d’éthyles
nous a permis d’identifier les acides phénoliques (I’acide gallique, 1’acide caféique,
I’acide p-coumarique et I’acide sinapique), de 1’acide hydroxycinnamique comme 1’acide
férulique. Ainsi que des flavonoides représentés par la quercétine et la rutine (flavonol) de
la glabridine (isoflavane) et la naringinine (flavanone);

L’analyse spectrale RMN *H et *3C des fractions G4 et L4 issus du fractionnement sur
colonne chromatographique des extraits chloroformiques de G. saharae (GCh) et
G. glabra (LCh) a mis en évidence des isoflavonoides : la génistéine dans la plante
G. saharae et la glabridine dans la plante G. glabra;

La diversité en phytoconstituants de la partie aérienne de la plante G. saharae et les
racines de G. glabra confére aux deux plantes étudiées des propriétés antioxydantes
remarquables. Les Clso et les Ags les plus intéressantes ont été obtenus par les extraits
chloroformiques et d’acétates d’éthyles;

L’évaluation de ’activité antimicrobienne des extraits de G. saharae et de G. glabra
réalisée in-vitro par la méthode de diffusion de disque sur gélose et des microdilutions en
milieu liquide, montrent que les différentes souches testées présentent des degrés variables
de sensibilités vis-a-vis des extraits. Les extraits chloroformiques ont été les plus actifs
avec une CMI de 19,5 pg/mL. Ce pendant, I’activité antifongique des extraits s’est révélée
faible vis-a-vis des souches Candida albicans;

L’étude de la fuite d’hémoglobine des deux plantes G. saharae et G. glabra procédé
in-vitro n’ont manifesté aucune cytotoxicité notable aux fortes concentrations;

Les résultats de I’inhibition des enzymes de la cholinestérase ont montré que 1’extrait

chloroformique des racines de la réglisse possede un pouvoir d’inhibition intéressant
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vis-a-vis de la butyrylcholinestérase BChE avec une Clsg de 4,72 + 0,72 pg/mL. Une Clsg

considérée comme la plus puissante que la galantamine.

Nous pouvons dire que les especes Genista saharae (Cos. & Durr.) et Glycyrrhiza glabra L.
peuvent étre des sources gorgées de substances naturelles dotées de propriétes biologiques et

thérapeutiques intéressantes.

L’ensemble des résultats tirés ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche pour un

travail plus vaste et plus approfondi, il serait souhaitable de:

> Purifier et isoler les molécules contenues dans les extraits des deux plantes G. saharae et
G. glabra;

> Elucider les mécanismes d’action, 1’efficacité et les effets synergiques des composés
identifiés;

> Etudier la cytotoxicité de ces molécules in-vivo afin de confirmer leur usage

thérapeutique.
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Résumé

Ce travail porte sur 1’étude des constituants phytochimiques et les activités biologiques in-vitro des extraits de ces deux plantes
Genista saharae (Cos. & Durr.) et Glycyrrhiza glabra L. appartenant & la famille des Fabacées.

La composition chimique des extraits de la partie aérienne de la plante G. saharae et les racines de G. glabra a été analysée via une
chromatographie liquide & haute performance RP-HPLC-PDA et une caractérisation par RMN *H et *3C. L activité antioxydante a été
évaluée par des méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogéne et le transfert d’électron singulier. L’activité antimicrobienne
des extraits a été testée vis-a-vis de différentes souches en utilisant la méthode de diffusion des disques et la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI). En outre, le test d’hémolyse a été réalisé par le suivi de la fuit d’hémoglobine. Tandis que,
I’activité inhibitrice du cholinestérase a été estimée par deux enzymes 1’acétylcholinestérase AChE et la butyrylcholinestérase BChE.

L’analyse chromatographique a mis en évidence la présence des acides phénoliques, des acides hydroxycinnamiques et des
flavonoides (les flavonols, les isoflavanes et les flavanones). Ce pendant, la caractérisation par RMN nous a permis d’élucider la
structure de la génistéine a partir de la plante G. saharae et la glabridine de I’espéce G. glabra. Le potentiel antioxydant des extraits
chloroformiques et acétates d’éthyles des deux plantes s’est révélé intéressant avec des Clsgapts= 4,03 + 0,15 et 3,45 + 0,99 pg/mL
respectivement et avec une Agscuprac= 35,63 + 1,42 et 21,78 £ 2,91 pg/mL. Les extraits chloroformiques des deux plantes ont montré
un pouvoir antibactérien important avec une CMI de I’ordre de 19,5 ug/mL. En plus, I’extrait chloroformique de G. glabra a
manifesté une puissante activité inhibitrice de BChE avec une ICso de 4,72 + 0,72 pug/mL, une valeur supérieure comparée a celle du
standard galantamine. Enfin les tests d’hémolyse des extraits des deux pantes n’ont pas montré d’effet toxique vis-a-vis des globules
rouges humains.

Mots clés: Genista saharae (Cos. & Durr.), Glycyrrhiza glabra L., RP-HPLC-PDA, RMN, ABTS, CUPRAC, CMI, BChE.

Abstract:

This work is based on the study of phytoconstituents and in-vitro biological activities of two plants Genista saharae (Cos. & Durr.)
and Glycyrrhiza glabra L. which belonging to the Fabaceae family.

The chemical compositions of aerial part of G. saharae and G. glabra roots extracts were analyzed by the high performance liquid
chromatography and characterized with *H and **C NMR. The antioxidant activities were evaluated using hydrogen atoms and single
electron transfer. The antimicrobial activity of the extracts was realized against different strains using the Minimal Inhibitory
Concentration (MIC). The hemolysis test was performed by following the hemoglobin leakage. When, the cholinesterase inhibitory
activity was performed through the acetylcholinesterase and butyrylcholinestrase enzymes.

The chemical analysis revealed the presence of phenolic acids, hydroxycinnamic acid and flavonoids illustrated by the presence of
flavonol, isoflavane and flavanones. However, the NMR spectroscopy allowed the characterization of genistein from G. saharae plant
and glabridin structure from G. glabra plant. The antioxidant assays revealed that chloroformic and ethyl acetate extracts are the best
among the others extracts with a 1Cspagts= 4.03 £ 0.15 and 3.45 £ 0.99 pg/mL, respectively and with an Agscuprac= 35.63 £ 1.42 and
21.78 + 2.91 pg/mL. The chloroformic extracts of both Fabaceae presented the effective antibacterial activity with MIC’s = 19.5
pg/mL against the most tested bacteria. Moreover, the same extract showed a potent butyrylcholinestrase inhibitory activity with
ICsoache= 4.72 £ 0.72 pg/mL, which is too strong then the standard drug. When, the hemolysis tests of two plant extracts showed that
the extracts didn’t have a toxic effect against human blood cells.

Keywords: Genista saharae (Cos. & Durr.), Glycyrrhiza glabra L., RP-HPLC-PDA, NMR, ABTS, CUPRAC, MIC, BChE.



