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Introduction

A Porigine, la nature constituée essenticllement d’étres végétaux, servait d’alimentation aux

découvrit bien d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes: notamment le pouvoir de
guérison. En effet cette faculté de guérison des plantes fut connue longtemps de nos s
depuis les temps reculés. Elle deviendra plus tard la médecine traditionnelle avec tou es les
avancées notoires qu’on peut lui attribuer.
Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle
aux infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux
médicaments et leur résistent de plusen pfus. C'est pourquoi on utilise a nouveau I'absinthe
e les
> qui

propose des remédes naturels et bien acceptés par l'organisme, est souvent associée aux

Chinoise (Artemisia annua) et surtout son principe actif pour soigner la malaria lorsg
protozoaires responsables de la maladie résistent aux médicaments. La phytothérapie

traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en Occ dent,
spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme I'asthme ou I'arthrite. De
plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs, qui
tournent vers des soins moins agressifs pour P'organisme. On estime que 10 a 209
hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques [1].

4 ses besoins de soins de sants. Précisément, dans certains pays d’Afrique, les pls
médicinales représentent la seule source de médicaments pour prés de 90% de Ia population
[2]. De méme, dans de nombreux pays asiatiques la médecine traditionnelle continue d*&tre
largement utilisée, méme si I’allopathie est facilement disponible. En Chine, I’utilisation
remedes traditionnels représente 40% de tous les soins de santé. En méme temps, pour
certains pays de I’ Amérique Latine, il a été rapporté que 71% de la population de Chilj et 40
de la population de Colombie ont utilis¢ la médecine traditionnelle [3].

La médecine traditionnelle est également trés populaire dans de nombreux ps ys

développés parce qu’elle est fermement intégrée a des systémes de croyance plus globaux

[3].
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Durant ces deux derniéres décennies, la recherche en phytothérapie devient une des plus
grandes préoccupations scientifiques [4]. De fait, I’'OMS a mis une stratégie pour la médecine
traditionnelle dont le but est de maximiser les possibilités de cette forme de médecine en tant
qu’une source de soins de santé, et de protéger la matiére premiére surtout dans le des
plantes [3].

Comme la plus part des plantes poussent naturellement dans un grand nombre d pays,
une plante qui présente un intérét potentiel dans un pays peut fort bien avoir fait ailleurs
T'objet d'une étude scientifique. Si les observations ainsi faites étaient communiquées 3 toutes
les personnes intéresses beaucoup de temps et d’efforts pourraient étre épargnés .Lorsqu'il
s'agit de drogue, la mise en commun des information est particulidérement capitale vu qu'un

Jugement de valeur sur I'innocuité ou I'efficacité d une drogue donne peut rarement s' uyer

sur les résultats d'une seule étude. En revanche, si il' on dispose d'un ensemble de
renseignements attestant qu'une certaine plante est utilisée depuis des sidcles par le systéme
de soins de santé local, ainsi que de données sur son efficacité et sa toxicité publie par
plusieurs groupes de chercheurs, il est plus facile de décider si cette plante peut étre
comme plante médicinale [5].

La méthode globale de travail que nous allons adopté, est basée sur une action
pluridisciplinaire, visant une valorisation des plantes de la flore de la région de Tle cen,
utilisées en médecine traditionnelle et permettant de relier conformément les &lé éhfs
d’information apportés par les ethnobotanistes, au travail des chimistes et des biologistes.

En se basant sur les résultats d’enquétes ¢éthnopharmachologiques effectuées aupres de
la population de la région de Tlemcen, Calycotome spinosa a fait I’objet de notre étude. Le
choix de celle-ci a été guidé par les indications d’usage traditionnel mais aussi par le fait que
cette plante appartient 4 une famille botanique oil P’on retrouve des groupes chimiques
des activités biologiques variées. En plus, cette espéce n’est peu étudide.

La premiére partie de ce manuscrit concernera les résultats d’une recherche
bibliographique.

La seconde partie portera sur les travaux réalisés sur la plante sélectionnée.
11 nous a paru intéressant et nécessaire de combler le vide par :

¢ La détermination des différentes classes de familles chimiques par criblage
phytochimique.
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¢ La réalisation de quelques extractions des différentes parties de la plante, en uf
des solvants a polarité croissante.

ilisant

4 La réalisation d’une chromatographie sur colonne dans le but d’obtenir quelques
€omposés purs. ‘

¢L’extraction de I’huile essentielle des fleurs de Calycotome spinosq par
hydrodistillation.
¢ La détermination de I’activité antibactérienne des extraits.

¢ La détermination du pouvoir antioxydant des extraits.
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L Généralités sur la famille des légumineuses (Fabaceae)

L1 Introduction

Les Fabacées constituent la 3*™ famille Ia plus importante du monde végétal (envi
16000 espéces) aprés les Astéracées et les Orchidacées. On y trouve des plantes herbacées,
grimpantes, des buissonnantes et de vrais arbres. Elles peuvent étre annuelles, vivaces, 3
feuilles caduques ou persistantes. La famille des Fabacées comprend 3 sous-familles [1] :
a- les Mimosées véritables Acacia ou mimosas des fleuristes.
b- les Césalpiniées : le Caroubier.

n

humaine ou elles sont une ressource, suivant la spécificité de leurs graines :
- graines amylacées : pois, haricots, féves, lentilles.
- graines riches en huiles végétales : arachides,
- graines riches en protéines : soja.
- la production de fourrage : luzernes, tréfles, sainfoins, lotiers.

Les applications pPharmaceutiques’: de trés nombreuses préparations ( baumes, gommes,

sirops, insecticides) sont faits 3 partir de Fabacées papilionacées.

Les particularités E physiologiqums‘z!es Fabacées vivent en relation symbiotique avec des
bactéries installées dans leurs racines. Ces bactéries ont la capacité de capturer I'azote de
Yatmosphére et de le transformer en substances azotées utilisables par la plante. C'est

pourquoi elles peuvent se développer sur des sols pauvres en azote et Penrichir (engrais vert)

[2].
Les caractéristiques générales des Fabaceae :[3] i
- Feuilles simples, trifoliées ou pennées avec souvent des stipules (sorte de fausse petite
feuille) a la base. Beaucoup portent une vrille rattachée a la feuille ;
- Fleurs solitaires, en épis, grappes ou panicules ;
- Calice a 5 parties, vaguement tubulaire ;
- 5 pétales différents : un étendard, 2 ailes, 2 inférieurs soudés (caréne) ;

- 10 étamines (rarement plus) placées en 2 groupes (diplostémone) ;




Chapitre 1: présentation de la plante

- 1 seul carpelle qui donnera une gousse ou "légume". Cette gousse se différencie du follicule
par la présence de 2 ouvertures, une ventrale et une dorsale (exemple : le petit Ppois).

IL Description de Calycotome spinosa 1.
IL1. Genre

Genre : calycotome
Espéce : spinosa
IL.2. Synonymes [6]

Nom en Frangais : calycotome épineux, cytise épineux.
Nom en Anglais : sping broom, thorny broom.
Nom commun : Guendoul.

IL3. Etymologie

Dérivé de deux mots grecs, le riém générique attire 1’attention sur calice qui se coupe,
spinosa espéce épineuse [4]. o

I1.4. Description botanique et répartition géographique

Arbrisseau de 1 3 2 meétres de longueur , dressée , A rameaux épineux , di
fortement stries , glabrescents, feuilles noircissant par la dessiccation , a fobioles subse bles,
obovales, obtuses, glabres en dessus, a poils appliqués en dessous, stipules trés petites, fleurs

iqués

solitaires ou fasciculées par 2-4, pédicelles 2-3 fois plus longg que large, caréne aigue, gousse
de 30-40 mm, sur 6-8, glabre , luisante et noir a le maturité » & Sture supérieure seul peu
sillée , abord droit, 3-8 graine, les fruits sont gousses a structure peu épaisse ,dev:
noirdtres [5].

On la rencontre dans les foréts, les coteaux rocheux, les sols acides du i
méditerranéen, en France, en Italie, en Espagne et en Algérie [5].
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- Quelques alcaloides isolés de Calycotome villosa :
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- Quelques flavonoides isolés de Calycotome villosa [9] :

R/°g’ @

OH 8]
R= Glucose
R= 6-0-acetyl-glucose
R=H (chrysine)

HL3. Etude de type biologique
Des tests d’activité antimicrobienne ont été réalisé sur les bactéries suivantes :

Bacillus lentus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomona JSluorescens,
Klebsiella pneumoniae, providencia rettgeri, morganella morgaii. ces tests ont montré une
bonne acﬁﬁté antibactérienne pour I’ extrait méthanolique de la partie aérie € de -
Calycotome villosa [8].
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L Généralités sur les antioxydants
Un antioxydant est toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible concentration par
rapport 4 celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniéres significatives I’oxydation
de ce substrat.
Ces antioxydants présentent un intérét croissant car il semblerait que les formes réactives

(les radicaux super oxydes, hydroxyles, alkoxydes et peroxydes, le pei‘oxyde de I’oxygeéne,
’oxygene singulet) soient, en partie du moins & I’origine de nombreuses affections comme la
maladie de Parkinson, la maladie d’ Alzheimer, I’artériosclérose, la polyarthrite chronique, le
mongolisme ou encore le cancer [1]. Hs interviennent auss; dans le phénomeéne de

vieillissement.

L’oxygene en plus de son action anti-infectieuse est utilisé par des enzymes telles que les
monoamines-oxydases ou les monoxygénases pour métaboliser des composés endogé!Is et
exogénes [2]. En outre la production par le corps humain de certains composés comme les
prostaglandines passe par des intermédiaires radicalaires. Cependant lorsqu’il y a
surproduction de ces espéces instables dans Porganisme, il se produit des dommages sur
FADN, la peroxydation des lipides ou encore la fragmentation des protéines [1].

L’origine des radicaux est diversifiée ; ils sont générés lors de la pollution de notre
environnement, par les rayonnements UV, les radiations ionisantes (IR), les métaux de

transition (cuivre, zinc) et au cours des réactions enzymatiques [3].

IL. Mécanisme d’action des antioxydants
Le mécanisme d’action des antioxydants se fait par la désactivation des radicaux libres, la

complexation d’ions et de métaux de transition [4]. Ce sont les formes réactives de PPoxygéne
que les cellules macrophages utilisent pour lutter contre les agents infectieux [S].
Ainsi un apport en antioxydant pourrait permettre de pallier, la diminution des défenses
naturelles et protéger les tissus contre une dégénérescence précoce.

II1. Principales sources d’antioxydants
Certaines classes thérapeutiques tel que les AINS, les antihyperlipoproteinémiques, lles

B-bloquants et antihypertenseurs sont connus pour leurs propriétés antioxydantes [5].

LEa]
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Le plus simple des capteurs des radicaux libres est I’alcool éthylique, agent de fert
d’hydrogéne qui conduit & un composé biologiquement compatible, l’acétaldéh}:r bio
oxydable par la chaine enzymatique avec production d’énergie.
a) Les médicaments

— Le probucol® (lurselle) fait diminuer le taux sanguin de cholestérol.

— La N-acétylcysteine agit dans la régénération du glutathion en pénétrant les cellules. Les

propriétés de la glutathione ont été reconnues lors d’études sur les phospholipides des feuilles

de certains végétaux. En effet les thiols sont beaucoup plus actifs que les hydrocarb les

alcools ou les phénols comme agents de capture radicalaire [6].
La capacité de protection de la glutathione est jugée supérieure a celle d’un antioxydant aussi
puissant que 1’a-tocophérol.

On observe in vitro que la glutathione introduit une période d’induction 3 la prise
d’oxygéne par I’hémoglobine et retarde ’oxydation de la fraction hydrocarbonée insaf
des Iécithines (esters insaturées d’acide gras de phospholipides) et de I’aniline [7].

b) Les vitamines
— Acide ascorbique : Vitamine C

La Vitamine C contient une forme énediol qui produit la forme dicétonique par transferts
successifs de ses deux atomes d’hydrogéne. :
La forme énediol est régénérée par I’intervention d’enzyme super oxyde dismutase en présence
d’une catalase.On retrouve la vitamine C dans les légumes, les choux, le poivron, le persil, les
agrumes et la kiwi. Elle joue un réle important dans la régénération de la vitamine E [8].
- La vitamine E ,

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule d’ouverture de
cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon, tournesol, olive pressé a
froid), les amandes, les graines, le lait, les oeufs, les lIégumes a feuilles vertes.
—Le B caroténe (provitamine A)

Parmi les photo-protecteurs actifs, le P caroténe apparait comme un piégeur efficace. Sa
constitution polyiénique lui confére une capacité de piégeage de ’oxygéne par formation dlun
dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule d’oxygéne) ou par producsjon

n

d’hydroperoxydes (insertion d’oxygene dans toutes liaisons C-H conjuguées d’une double liai )
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susceptibles d’étre réduits a leur tour. [ est présent dans les légumes verts, la salade, les carottes,
Iabricot, le melon, les épinards, Ia papaye [8].
¢) Les antioxydants naturels

Depuis quelques années de nombreux composés ayant des propriétés antioxydantes ont &té

isolés des plantes. Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures et sont pour la plupart des composés phénoliques. Iis agissent par la désactivation des
radicaux par réaction d’addition covalente, le captage de I’ oxygeéne singulet, la complexation
d’ions et métaux de transition et la réduction des radicaux.
- Les flavonoides
Les flavonoides agissent par deux mécanismes d’action :
- soit par chélation des métaux (quercétine, catéchine)
- soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes [9]..

Ils jouent un réle tres important dans le traitement des inflammations, des hépatites, des
tumeurs, de I’hypertension, des thromboses, des allergies, des affections bactériennes.

On les retrouve dans les fruits, les légumes, le thé et le vin [8].

I )
\\

OH o
Morine
- les xanthomes

IIs possédent des propriétés inhibitrices envers la peroxydation des lipides en plus du fait
qu’ils captent les radicaux libres contre les anions superoxydes [10].

SO

Manguiférine




Chapitre 2: activite antioxydante

- les coumarines
Ils ont la capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes
préviennent également la peroxydation des lipides membranaires [10].

= les caroténoides

. IIs

Les caroténoides réagissent avec I’oxygéne singulet, les radicaux peroxydes et alkoxyles

en capturant les radicaux libres [11].
- les dérivés d’acide phénolique

On les retrouve dans de nombreux fruits, légumes, le café, les prunes, les myrtilles, le
raisin et les pommes. Les composé€s possédant des activités antioxydantes et antiradicalaires

sont I’acide caféique, I’acide gallique et I’acide chorogénique [8].
La plupart de ces composés sont issus de Pacide hydroxycinnamique, de I’
coumarique, de I’acide caféique, de I’acide férulique et de I’acide chorogénique.

Il ne faut cependant pas ignorer leur propriété antitumorale car ils ont la capacit’yde

bloquer la nitrosation des amines. Cette nitrosation se fait par réduction du nitrite en o

nitrique ou encore par formation des dérivés C-nitroso.

ide

de

Le verbascoside qui posséde une partie catéchole, inhibe P’autooxydation de I’acide

linoléique et la peroxydation lipidique microsomale.

Il inhibe aussi la peroxydation lipidique dépendante du fer dans les mitochondries et

possede une forte capacité de capter le radical libre DPPH.

Comme exemple de dérivés phéholiques possédant une activité antioxydante, le

réservératol est le plus cité. Ce stilbéne qu’on retrouve dans le raisin, inhibe le développement

des lésions pré-néoplasiques de la souris et est connu comme agent chimiopréventif poter
chez I’étre humain [12].
= OH

TN\

OH

Resvératrol

ntiel

1%
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- les tanins
Les tanins inhibent la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et des microsomes

mais aussi ’oxydation de ’acide ascorbique et du linoléate.

Lors de la peroxydation les tannins donnent des protons face aux radicaux libres, et ainsi
des radicaux tanniques stables sont formés. Ce qui permet de stopper la réaction en ¢
I’auto-oxydation lipidique. ,

Les effets bénéfiques du thé vert ne sont plus a prouver. Le thé par ces polyphénols en
particulier le gallate d’épigallocatéchine, posséde des propriétés antioxydantes et
radicaux libres. Les polyphénols du thé vert ont en plus des propriétés antimutagén
propriétés anticancéreuses qui ont été démontrées [12].
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L Introduction

Le diabéte sucré est la maladie ou plutdt le syndrome endocrinien le plus répandu.
On estime les diabétiques a plus de 100 millions dans le monde et ce chiffre, ainsi que le
pourcentage de la population touchée, sont en progression constante (aux alentours |de 6%
dans les pays riches). Le diabéte est une maladie ancienne dont les symptémes cl

faim et soif importante avec augmentation du volume d’urine, maigreur ou au

sont a I'origine de la mise an point de médicaments ex : le biguanide metformine
Gallega officinalis.

Devant I’augmentation considérable du nombre de diabétiques dans les pays dont le
niveau de vie s’améliore (ex Inde, Chine, sud-est asiatique, pourtour méditerranée ), de
nombreux chercheurs ont évalué I’action pharmacologique de certaines plantes traditionnelles

sont malgré tout assez chers et ou la tradition de médecine par les plantes est bien an dans
les meeurs ( ex : au Maroc, une enquéte dans un groupe de diabétiques (type 2) rével que
25% n’utilisent que des plantes pour se soigner). Dans les pays riches ou le traitement du
diabéte est d’un accés facile, il est apparu intéressant d’utiliser la phytothérapie, seule ou en
complément, pour diminuer la dose de médicaments synthétiques, mais aussj parce que
certains phytomédicaments semblent en méme temps capables de lutter con les
et

artériolites, hypertension, infections) [1].

IL. Principaux traitements
L’insuline est une hormone naturelle de régulation du métabolisme du glucose,
sécrétée par le pancréas ; elle diminue la teneur en glucose du sang (glycémie) en agissant a

plusieurs niveaux :

* par augmentation de la « capture » du glucose sanguin au niveau du foie et|des
muscles et de sa transformation en une substance de réserve, le glycogéne,

* par diminution de ’opération inverse (dégradation du glycogéne),

* par augmentation de la transformation du glucose en graisse (stockée), et par
augmentation de la synthése des protéines 3 partir du glucose.
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Les autres médicaments antidiabétiques artificiels sont :

* les sulfamides hypoglycémiants qui augmentent de fagon temporaire la sécrétion
naturelle d’insuline,

- o les biguanides (inactifs chez le sujet non diabétique) qui augmentent 1’utilisation du

glucose par I’organisme, améliorent Pefficacité de I’insuline, dirinuent Ia dégerjon

du glycogéne et aussi diminuent Pabsorption intestinale du glucose [1].

IIL. Types de diabéte
11 faut différencier les deux types classiques de diabéte :

* le diabéte insulino — dépendant (type 1, ou diabéte maigre ou diabte du jeune) qui
représente 20 4 25% des diabétiques, se révélant généralement assez tot et qui reléve
principalement d’un traitement par Pinsuline avec surveillance stricte  de
I"alimentation (de I’apport de glucide),

¢ les diabétes non insulino - dépendants (type2, diabéte gras ou de la personne 4gée) qui
se révelent plus tardivement et sont équilibrés le plus souvent par un ime
(amaigrissant) hypocalorique - hypoglucidique avec ou sans traitement
médicamenteux associé (principalement des sulfamides hypoglycémiants, | des
biguanides, I’insuline)[1].

C’est ce dernier type de diabéte qui semble en progression constante et qui peut étre
soigné par la phytothérapie

IV. Complication

Le diabéte est responsable de rétinopathies et représente 15-1 premiére cause de cécité avant
50 ans. Il peut engendre de atteintes des artéres (artériopathie) et des nerfs (neuropathie) des
membre inférieurs, cause d'une mauvaise irrigation et de probléme de podologie. Ceux-ci
peuvent étre corrigé par le port de semelles thermomoulées. Certaines nécroses conduisent
des amputations d'orteil, de pied et de jambe [2,3].
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V. Plantes antidiabétiques
Ardemment, plus de 1123 plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le

diabéte sucré [4]. Cependant, juste une minorité de ces plantes connaissent une évolution
scientifique, citons essentiellement, Momordica charantia, Catharanthus roseus, Trigonella
Joenum-greacum, Allium cepa, Allium sativum, et autres [5]. Ce qui est remarquable, c'est
I'existence de plusieurs composés d’origine végétale, semblent donner cet effet bénéfique.
Leur nature différente les fait agir a différents sites.

D’autres espéces végétales réputées antidiabétiques semblent agir a des niveaux différents.
Leurs principes actifs sont de nature organique: polysaccharides, acides amines [5],
flavonoides, saponosides, acides gras, alcaloides [4,6] ou de nature minérale, tel que chez
Atriplex halimus ou le chrome organique (Glucose Tolerance Factor: GTF) régule la glycémie
en potentialisant I'effet de l'insuline [7.8].

A coté du chrome, le vanadium, un insulino mimétique connu avant la découverte de
l'insuline, a été utilisé pour le contrdle de la glycémie [6]. Des études ont montré que cet
¢lément améliore la tolérance au glucose par son mécanisme au nivean post-récepteur [9].
D'autres minéraux tels que le magnésium [6], le cuivre, le sélénium et le fer ont €galement des
effets bénéfiques [9,10]. '
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I. Généralités sur les bactéries
A I’état normal, I’homme héberge sur sa peau, dans ses muqueuses (voies afriennes) et
dans son tube digestif un grand nombre de bactéries saprophytes qui ne provoquent pas
d’infections. Ils sont pathogénes lorsque leurs conditions de vie deviennent favorables;
- Emploi abusif d’antibiotiques a spectre large,
- Sujet dont le systéme immunitaire est affaibli,
- Infection nosocomiale.
Les bactéries sont des microorganismes. Elle est un parasite si elle vit aux dépend d’un
autre organisme, saprophyte dans le cas contraire. L’appellation pathogéne cEctérise
I"aptitude d’un agent infectieux a induire une maladie infectieuse [2].

IL Principaux métabolites secondaires antibactériens
En général les antimicrobiens sont des substances capables de tuer les microorganismes
ou d'en bloquer la croissance.
W | es tanins
Toutes les plantes contiennent des tanins 4 un degré plus ou moins élevé, Ceux-ci donnent

un goiit amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres 2 la consommation pour les
insectes [1].

Les tanins sont considérés responsables de l'activité antibiotique des ¢
méthanoliques de I'écorce de Terminalia alata trouvé au Népal [3).
™ es flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphéno iques
qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc, IIs
important champ d'action et possédent de nombreuses vertus médicinales [1}.

Des flavonoides plus lipophiles peuvent €galement perturber les membranes

nt un

microbiennes. La catéchine se trouve dans le thé vert d'Oolong et exerce une activité
antibactérienne [4].
W es coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
possédent des propriétés trés diverses. Des coumarines ayant des propriéiés antimicrobiennes,
ont ét¢ employées pour empécher la récidivité des blessures froides provoquées par HSV-1
chez ’homme [5].
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B es alcaloides

Formant un groupe trés large, les alcaloides possédent presque tous une molécule d'azote
(-N—) qui les rend pharmaceutiquement trés actifs. Certains sont des médicaments connus
qui ont des vertus thérapeutiques avérées.

Le premier exemple médicament utilisé, d'un alcaloide était la morphine isolé en 1805 de
Pocillette Papaver somniferum [6]. Des alcaloides de diterpénoide, généralement isolé de
Ranunclus bulbosus s'avérent avoir généralement des propriétés antibactériennes [71.
B es terpenocides et les huiles essentielles

L’huile essentielle est définie comme I’extrait naturel de plantes ou d’arbres aro

produites dans des glandes spécialisées de différentes parties des plantes (fleur, feuille, tige,
écorce, racine, fruit, graine). L’huile essentielle D€ se compose que de substances aromatiques
volatiles, elle est soluble dans 1’huile et dans I’alcool mais pas dans P’eau. Il existe plusieurs
techniques pour obtenir des huiles essentielles. La principale et la plus ancienne |est la
distillation & la vapeur d’eau.

Les terpénoides sont actif contré les bactéries. Les terpénoides du tréfle pourpre de
(la fraction soluble dans I'éthanol)ont montré une forte activité contre Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus et une faible activité contre les bactéries Gram(-) et les albicans
candida[8].
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L Introduction

La connaissance des activités biologiques et des constituants chimiques est trés importante

dans ’étude d une plante.

II Matériel végétal
IL1. Origine géographique et période de récolte
La plante étudiée dans ce travail a &té récoltée dans la région de Mansourah (wilya
Tlemcen) en Mars et Avril 2009.
I1.2. Identification botanique

de

L’espéce a été identifice par le Professeur N. Bennabadji du Laboratoire de Botanique,

Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université de Tlemcen,

I1.3. Préparation des échantillons

Les différentes parties de la plante (racines, fleurs, feuilles et tiges) ont été trides puis
elles sont séchées et broyées finement .Les quatre échantillons sont conservées des

flacons en verre a I'abri de 1a lumiére

III. Matériel et méthodes

Les absorbances ont été mesurées sur spectrophotométre UV - Visible Thermo Spectronic
Heliosy (type Helios Gamma) .Les échantillons sont placés dans une cuve de trajet optique

de1cm.

Les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de
silice Kieselgel 60 Fosa.

Le gel de silice utilisé pour chromatographie sur colonne présente une granulométrie de
0,063-0,2 mm (70-230 mesh) Merck-gel de silice 60.
IV. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent déterminer les différentes familles de com sés

existantes dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de caractérisﬁon.

Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des

réactifs spécifiques 4 chaque famille de composés. Toutes les parties de la plante (Calycotome

spinosa L) sont soumis aux tests suivant :
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Saponosides

Faire un décocté a 1 %, filtrer et ajuster 4 100ml aprés refroidissement. Dans une série

del0 tubes a essai numérotés de 1 a 10, répartir successivement 1,2....10 ml de d
Ajuster le volume de chaque tube 4 10 ml avec de 1"eau distillée .

Agiter chaque tube dans le sens de Ia longueur pendant 15 secondes a raison e deux

agitations par seconde. Laisser reposer 15 mn et mesurer la hauteur de la mousse de chacun

des tubes. Le tube dont la hauteur est de lcm indique la valeur de I'indice de mousse.

Coumarines
Evaporer 5ml d’extrait éthérique par macération pendant 24 heures dans une capsule

eta

Pair libre. Ajouter au résidu 2 ml d’eay chaude. Partager la solution entre 2 tubes a essai et
ajouter au contenu de 1'un des tubes 0,5 ml de NH,OH a 25 %, mélanger et observer la
fluorescence sous UV 366 nm. Une fluorescence intense dans le tube oi j] a €t ajouté du

NH4OH indique la présence de coumarines.

Mucilages

Introduire 1ml de décocté a 10 % dans un tube 2 essai, ajouter 5 ml d’alcool absolu.

L"obtention d"un précipité floconneux par mélange indique la présence de mucilages.

Composés réducteurs

Introduire 5ml de décocté aqueux 4 10 % dans une capsule et €évaporer 3 sec au Bain
Marie. Ajouter an résidu 1ml de réactif de Fehling ( 0,5 ml de réactif A + 0,5 ml de réactif B).

L’obtention d"un precipité rouge - brique indique la présence de composes réducteurs.

Stérols et triterpénes

Faire sur une macération de 24h 5% dans Péther. L extrait éthérique est ensuite évaporé

a sec et repris avec de P’anhydride acétique puis du chloroforme. Déposer au font du
contenant I’extrait de I’acide sulfurique. En cas de réaction positive il se forme un anneay

tube

rouge - brunétre ou violet  la zone de contact des deux liquides, la couche surnageante étant

verte ou violette.,
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Tanins

Introduire 5Sml d’infusé dans un tube 2 essai. Ajouter 1ml de FeCl; a 1 %. En pré
tanins, il se développe une coloration verditre ou bleu- noirdtre. La présence de tanins
catéchiques est caractérisée par addition 3 5ml d’infusé d’un ml d’acide chlorh drique
concentré. Porter a 1’ébullition pendant 10minutes, il apparait un précipité rouge soluble dans
Ialcool isoamylique. La différenciation des tanins catéchiques et galliques est obtenu par la
réaction de Stiasny. A 30ml d’infusé & § %, ajouter 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de
formol a 40 % + 5 ml d’acide chlorhydrique concentre), puis chauffer au Bain Marie
15 & 30 minutes. L’obtention de précipité montre la présence de tanins catéchiques. Filtrer et
saturer 10ml de filtrat avec I’acétate de sodium pulvérisé. Ajouter 1ml d’une solution d FeCl;
al%.

Le développement d’une teinte - noire indique la présence de tanins galliqu
précipités par le réactif de Stiasny. Les tanins peuvent &tre ¢galement précipités par
de gélatine & 1% a P’infusé.

non

ition

Flavonoides
Traiter 3 ml d extrait éthérique avec 1 ml de HCI concentré et 0,5 g de tournures de
magnésium .La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se

développe en I’espace de quelque minutes.

Alcaloides
A 20 g de poudre est additionné de 'acide sulfurique dilué au 1/20. L'ensemble est laissé en
macération pendant 24 heures puis filtré,
Dans un tube a essai, introduire 1 m] de filtrat et ajouter 5 gouttes de réactif de Mayer dans le
premier tube et 5 gouttes de réactif de Dragendorff dans le second tube. S'i] Y a apparition
d'un précipité, la présence d'alcaloides est confirmée par leur extraction.

V. Réactif de caractérisation
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Réactif de Mayer

Dissoudre 1.358 g de HgCl, dans 60ml d’eau. Dissoudre 5 g de KI dans 10 ml d'eau.

avec ce réactif un trouble puis un précipité blanc.

Réactif de Wagner

Meélanger les deux solution puis ajuster le volume total 2100 ml d'eau. Les alcaloides donnent

Dissoudre 2g de KI et 1.27 g de I, dans 75 ml d'eau. Ajuster le volume total & 100ml d'eau.

Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.

Liqueur de Fehling
La liqueur de Fehling est un mélange de deux solutions /
Fehling A : dissoudre 0.5 g de CuS04.5H;0 dans 50 ml d'eau distillée :
Fehling B : dissoudre 6.5 g de NaOH et 17.3 g de tartrate de sodium dans 35
d'eau distillée puis compléter le volume 3 50 ml.

VL Extraction des racines de Calycotome spinosa L

Dans un ballon monocol, surmont€ d' un appareil soxhlet et d'un refrigirant, mettre 15
g de matiére végétale (contenue dans une cartouche en papier ) dans le soxhlet et 200 ml
I'eau dans le ballon .porter I’ensemble & reflux jusqu 'a épuisement total. l'extrait obtenu
filtré.

ml

.75
de
est

On a fait une série d' extractions liquide - liquide sur la phase aqueuse ,en utilisant

plusieurs solvants & polarité croissante ( heptane et chloroforme). Ceci est fait dans une

ampoule & décanter. Afin d’épuiser la phase aqueuse, ’extraction liquide - liquide est
trois fois pour chaque solvant. Aprés I’extraction, I’eau est éliminée. On a récupéré un e
solide. Ce dernier est &puisé par le méthanol. On a récupéré une fraction solide
filtration et évaporation de méthanol. A Ia fin, il restaif un solide non soluble
méthanol. On considére :

Extrait 1 : extrait 4 'heptane

Extrait 2 : extrait au chloroforme

Extrait 3 : extrait au méthanol

Extrait 4 : extrait soluble insoluble dans le méthanol

ite
it
rés

Ie
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Chapitre 5: partie experimentale

Tableau 2 : les masses des extraits de racines

Les extraits | Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4

m (g) 0,04 0,09 1,14 0.37

VIL Fractionnement de I’extrait méthanolique des racines de Calycotome spinosa L
Un fractionnement de 1,14g de l'extrait 3 (extrait au méthanol des racines)
réalisé sur une colonne en utilisant la silice. L'analyse sur C.C.M de ces fractions

révélation  la lumiére UV (254 nm), nous a permis d’obtenir 10 fractions.

a été
aprés

L’éluant utilisé pour cette chromatographie sur colonne est un mélange de chloroforme et

de méthanol. On a commencé par le chloroforme puis on a augmenté la polarité de I’éluant
par le méthanol.

Les fractions ont été regroupées en fonction de leurs Rf (le facteur de rétention).
Tableau 3 : fractionnement de Pextrait 3
fractions | F-1 F-2 F-3 F4 F-5 F-6 F-7 F-8 F9 F-10
m( g) 0,04 10,05 {007 |0,011 [0,08 [0,08 0,06 (0,04 |0,09 [0,

VI Extractions des différentes parties de la plante

Des extractions par soxhlet dans différents solvants sont faites pour les différe

parties de la plante : les racines les tiges, les feuilles et les fleurs.

entes

Les solvants utilisés ont ét¢ choisis par croissance de polarité (I’hexane, méthanol et

l'eau). Les masses exactes de chaque partic de la plante prises pour les extractions |sont
données dans le tableau suivant :
Tableau 4 : Masse de matiére végétale
L’organe Les racines Les tiges Les feuilles Les fleurs
m (g) 8.0 8,5 6.0 5.0
30
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Chapitre 5: partie experimentale

IX. Extraction de Phuile essentielle des fleurs
L’hydrodistillation est une méthode simple et assez efficace .La plante dans ce cas

contact avec I'eau qui est directement chauffée. Les vapeurs refroidies décantent avec I'huile

essentielle, qui va surnager sur la phase aqueuse, qui doit étre séparée de la phase aqueuse.

chimiques ce qui aboutit a la formation de nouvelle substances.
Le montage utilisé est constitué d'un ballon contenant 20 g de la matiére végétale
200 ml d’cau, posé au-dessus d'une source de chaleur et surmonté d'une colonne 2 disti

Cette derniére est reliée 4 un réfrigérant qui condense les vapeurs que ’on recueille.

une extraction liquide - liquide en utilisant le pentane. Aprés récupération de la phase

organique on a évaporé cette phase puis on a récupéré les huiles essentielles, L’éc
d'huile essentielle est conservé a -18° C .I’huile essentielle obtenue est limpide et visqu

X. Activité biologique
X.1. Activité antimicrobienne

Cette activité a été testée sur les différents extraits, ainsi que sur I’huile essentielle des fleurs.

X.1.1- Provenance des germes :

Les souches pathogénes utilisées sont indiquées dans le tableau 5. Elles sont celle

qui

causent les maladies courantes (infections urinaires, broncho-pulmonan'es, cutanées,

dlgestlves .) causées par les bactéries.

] Souches utlhsees ) T

Bactenes a GRAM ( “ B :

4 e Pseudomonas aerugmosa (Pa) | Souches pures fournies par I’institut Pastex
H o Eschezchla colz (Ec) - de Paris (IPP).
Bactéries & GRAM (+) ;
d o Staphylococ aureus (St) |

Tableau 5: Provenance des germes étudiés
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Chapitre 5: partie experimentale

X.1.2- Choix des antibiotiques :

* La disponibilité des souches a été testée vis-a-vis un antibiotique, ceci en fonction de
ceux utilisés au laboratoire de microbiologie a I’hdpital de Tlemcen, et aussi en
fonction de leur disponibilité (tableau 6).

Amoxilline
: ’antiioue (ATB) utilisé.

Tablean 6

X.1.3- Méthode utilisée :

* La méthode utilisée est celle de la diffusion des ATB sur gélose ou méthode des
disques. Cette méthode se base sur la diffusion de Pextrait testé dans la gélose. Elle
consiste & déposer a la surface d’un milien gélosé préalablement ensemencé par la
suspension de germes choisis, des disques de papier filtres imprégnés des extraits a
tester [1] :

o Préparation de Pinoculums: On a préparé une culture de 24 heures a 37°C, de
bactéries 4 tester sur gélose nutritive, aprés 24 heures d’incubation, On a pris 4 4 5
colonies et on les a mis dans 5 ml de bouillon nutritif ;

¢ On a mesuré la densité optique & I’aide d’un spectrophotométre 4 A = 625 nm, La
valeur affichée doit &tre comprise dans P’intervalle [0.08 ~ 0.1], ce qui correspondra &
une concentration en bactéries de 10® U.F.C / mL;

¢ On a fait une dilution de 1/100 dans I’ean physiologique 4 0.9%. Ce qui donnera une
concentration en bactéries finale de 10° UF.C / mL ;

» Ensemencement de la gélose Mueller-Hinton (MH) par inondation, 1’excés du liquide
est aspir¢ et la surface de la gélose est laissée sécher 15 4 20 minutes 4 37+1°C ;

* Préparation des disques : les disques sont préparés 2 partir du papier filtre (6 mm de
diamétre). Ces derniers sont imprégnés des extraits & raison de 10 ul pour les
différents extraits, ensuite séchés;
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Chapitre 5: partie experimentale

® A laide d’un distributeur de disques, on place sur la surface de Ia gélose Mueller —

Hinton (MH) préalablement ensemencée, les différents disques d’ATB choisis, Les
boites ont été laissées durant 20 minutes & la température ambiante pour permettre une
bonne diffusion de ’ATB. Elles ont été ensuite incubées & 37+1°C pendant 18 3 24
heures. La lecture a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour
du disque.

Remarques :

Les extraits sont solubilisés dans le DMSO.

Inactif : diamétre d <6 mm ;

Activité moyenne : 6<d< 12 mm ;
Activité modérée : 12<d <20 mm ;

Bonne activité : d> 20 mm.

X.2- Activité antioxydante :
Les antioxydants radicalaires permettent ’interruption de la chaine autocatalytique :

AH+R’— A+ RH. La molécule AH est antioxydante si le radical formé A°® est plus stable.
La stabilité du radical Ae peut s’expliquer par sa conservation en composés non radicalaires
A"+A” 53 A-A’0uA"+R - AR

Pour détecter Iactivité antiradicalaire dans notre laboratoire, nous utilisons le 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), un radical stable, violet en solution et présentant un
maximum d’absorption 'ca’tactéristique a 517 nm. Le protocole appliqué en routine repose sur
la disparition de ce maximum lorsque le DPPH est réduit par un composé a propriété
_ antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (méthode i yitro).

La mesure de ’efficacité d’un antioxydant (capacité a fixer les radicaux libres, ‘i:mc
arréter la propagation de la réaction en chaine : oxydation) se fait en mesurant Ia dimin
de la coloration violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH.

ion

DPPH,; + Aox,eq > DPPH,.; + Aox,,




Chapitre 5: partie experimentale

Le DPPH (2,2-diphenyl—l-picrylhydmzyle) de couleur violette, vire au Jaune, en présence de
capteurs de radicaux libres, et se réduit en 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazine.

O,N O,N
¥
—N- NO, 4+ R —— N—N ~NO,
O - O o

La disparition de la couleur violette aura lieu 3 517 om [2-9].

Manipulation : Nous avons préparé une solution de DPPH dans le DMSO (5.5 mg /25 ml). 1
ml (0.22 mg de DPPH) de cette solution est ajouté & 2 mg d’extrait préalablement solubilisé
dans le DMSO, le mélange est complété 4 5 ml par le DMSO. Le mélange est fortement
agité. Ensuite, ce dernier est laissé incuber pendant 30 mn dans I’obscurité a temy
ambiante. Aprés incubation, I'absorbance est mesurée 3 517 nm (plusieurs m
d’absorbance ont ét¢ faites afin d’avoir une valeur moyenne). Par ailleurs, un essai a blanc a
¢t¢ effectué, c’est-a-dire 1 ml de Ia solution de DPPH (5.5 mg/25 ml) est dilué 5 fois pour
obtenir 5 ml, ensuite nous avons mesuré Iabsorbance & 517 nm: c’est une solution de
contrdle de DPPH. Le pourcentage du DPPH réduit est donné par Ia relation :

% DPPH ¢guis = [(AC - AE)/AC] x 100
AC : absorbance de contrdle ; AE : absorbance de I’extrait.
L’acide ascorbique et ’acide tannique sont utilisés comme composés de référence.

Remarques :
Pouvoir antioxydant faible : % DPPH réduit < 50%;
Pouvoir antioxydant modéré : 50 < % DPPH réduit < 70% ;

Pouvoir antioxydant fort : % DPPH réduit 2 70%.
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Chapitre 6: résultats

II1. Résultats des extractions faites sur les différentes parties de Ia plante.

Tableau 11: Aspect physique et rendement des extraits

extraits Aspects physiques masses Rdt (%)
CSIF Une péte verte 0,07 1,1
CS2F Un solide vert 0,75 12,6
CS3F Un solide 0,42 7
CSIFL Une péte verte 0,03 0,6
CS2FL Un solide jaune 0,42 8,4
CS3FL Un solide marron 0,11 22
CS1Ta Une péte verte 0,20 23
CS1Tg Un solide 0,6 7
CS2T Un solide 0,32 3,7
CS3T Un solide marron 0,38 4.4
CSIR4 Une péte 0,2 25
CS1Rg Un solide 0,04 0,5
CS2R, Un solide marron 0,52 6,5
CS2Rp Un solide 0,03 0,3
CS3R Un solide marron 0,69 8,6
HEZ Limpide et visqueuse | 0,1 0,5

CS : Calycotome spinosa; 1 : hexane ; 2 : Méthanol ; 3 ceau; F: feuilles ; FL : fleurs: T -
tige; R : racines; A : partie soluble dans le solvant ; B : partie non soluble dans le solvant ;
HEZ : I’huile essentielle.

IV. Pouvoir antibactérien et antioxydant des extraits et de Phuile essentielle de
Calycotome spinosa L.
IV.1 effet antibactérien

Les résultats de Ia sensibilité des bactéries vis-a-vis les antibiotiques, les extraits et I’huile
essentielle sont donnés dans le tableau suivant :




Chapitre 6 : resultats

Tableau 12 : Antibiogramme : diamétre (mm) des zones d’inhibition des différentes

souches dans le cas de Calycotome spinosa L.

Extraits — concentration | (g/ml) Pa, Ec. Sa.
CSIF (0,02) 2 7 6
CS2F (0,02) 6 6 6
CS3F (0,02) 6 6 3
CSIFL (0,01) 9 6 8
CS2FL (0,02) 6 6 6
CS3FL (0,02) 6 6 6
CSITA(0,02) 16 6 6
CSIT;s (0,02) 6 6 6
CS2T (0,01 6 6 6
CS3T (0,005) 6 6 6
CSIR, (0,02) 6 9 6
CS1R5(0,01) 6 6 6
CS2R,(0,02) 15 11 6
CS2R5 (0,007) 6 6 6
CS3R (0,01) 15 12 6
HEZ (0,009) 16 9 6
Gentamicine (100 pg/disque) nd 38 37
Amoxylline (25 pg/disque) n.d 0 29

n.d : non déterminé.

Nous constatons que les meilleurs résultats sont obtenus  dans le cas des ex

traits

CS1F, CSIT,, CS2R, CS3R et HEZ vis-d-vis Pseudomenas. E. coli est inhibée par les
extraits CS2RA et CS3R avec des zones d’inhibition respectivement de 11 et 12 mm, Par

contre Staphyloccus est résistante & tous les extraits.

A1




Chapitre 6: résultats

IV.2 I'effet antioxydant

Tableaun 13 ; Pourcentage de DPPH réduits,

Extraits % DPPH réduit
CSIF 16.03
CS2F 2494
CS3F 36.51

CSIFL 36.48

CS2FL 24.57

CS3FL 02.38

CSI1T, 29.70

CS1Tg 18.98
cs2r 16.88
CS3T 13.45

CS1R, 25.90

CS1Rp 10.19

CS2R, 18.81

CS2Rg 31.63
CS3R 20.74
HEZ 23.69

Acide Ascorbique 79.06
Acide Tannique 65.84

Pouvoir antioxydant faible : % DPPH ré&duit < 50%;

Pouvoir antioxydant modéré : 50 < % DPPH réduit < 70% ;

Pouvoir antioxydant fort : % DPPH réduit > 70%.

D’aprés les résultats du tableau 13, nous pouvons conclure que tous les extraits de

Calycotome spinosa L. ont un faible pouvoir antioxydant.




Conclusion

Au cour de ce travail ,on a testé plusieurs famille de composés par des réactions de
précipitations et de colorations ,Les résultats montrent que les parties de cette plante sont riches
en composés réducteurs/,alcaloides, saponosides et tanins .D'autre part, les flavonoides et les
coumarines marquent aussi leur présence dans les fleurs et les feuilles avec des quantités
inférieurs) < |

Afin de pouvoir exploiter une éventuelle activité thérapeutique , les extraits de to les
parties de la plante ont été soumis a des tests antibactériens et antioxydants. Les résultats m‘:jsirent
que quelqueextraits possédent une bonne activité antibactériens_@;t !a plante n’a pas ‘une activité
antioxydante. o
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