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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Depuis longtemps, ’homme a utilis¢ des remedes traditionnels a base de plantes (tisanes,
poudres et décoctions), pour se soigner. Les plantes médicinales représentent une des principales
sources pour la découverte des médicaments. L’intérét de 1’étude et de 1’utilisation des plantes
médicinales a men¢ a la caractérisation et a 1’identification de molécules majeures et a I’isolation de

composés chimiques actifs d’une importance thérapeutique incontestable (Leduc et al., 2006).

Selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), prés de 65 a 80% de la population
mondiale, essentiellement dans les pays en développement, utilisent principalement des plantes
médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaires, en raison de la pauvreté et du
manque d'accés a la médecine moderne. Malgré les progres remarquables dans le domaine de la
chimie organique au XXe siecle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays développés
tirent leurs actifs directement ou indirectement des plantes médicinales traditionnelles (Newman et
al., 2000).

L’ Algérie, de sa position géographique, présente une large gamme d’étages bioclimatiques,
induisant une biodiversité de plantes utilisées comme condiments, aliments naturels et pour des buts
thérapeutiques (Emberger, 1971). Elle posséde une flore représentée par 4125 plantes vasculaire
inventoriées, réparties en 123 familles botaniques (Kaabeche, 2013). Cette richesse fait que I'étude
de la flore algérienne présente un énorme intérét scientifique pour les chercheurs en ethnobotanique,

pharmacopée ou dans le domaine de la valorisation des substances naturelles.

Notre travail s'inscrit dans ce contexte général, et a pour objectif d'étudier la composition
phytochimique et la quantification des composes polyphénoliques des extraits de Cytisus villosus
pourr, une plante de la famille des Fabacée nommé localement alquassa qui porte un intérét
thérapeutique dans la région d’Aflou wilaya de Laghouat. Cette espéce est répartie dans la région
méditerranéenne, et elle est tres répandue dans les frontieres montagneuses entre Bejaia et Tizi
Ouzou. Elle est utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour traiter les douleurs abdominales,
la cicatrisation des plaies et comme hémostatique et antifongique. En outre, les feuilles sont utilisées

pour traiter et teindre les cheveux.



L'objectif de notre travail vise a :

v La préparation des extraits a partir des feuilles et des fleurs de Cytisus villosus pourr
v/ Analyses qualitatives des extraits.

v Affirmer la richesse de notre plante en polyphénols et en flavonoides.

v/ L’étude de D’activité antioxydante des extraits de la plante par le test de piégeage du

radical DPPH et le test de pouvoir réducteur du fer (FRAP).
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Introduction

Les plantes produisent une gamme impressionnante de substances chimiques. La plupart
de ces produits sont basés sur le carbone et connus sous le nom de métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites primaires sont communs pour toutes les espéces et peuvent étre
subdivisés aux protéines, lipides, glucides et acides nucléiques (Sell, 2003). Les métabolites
secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans lI'organisme de la plante, ils
sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Ces composés marquent de
maniere originale, un genre, une famille ou une espéce de plante et permettent parfois d'établir
une taxonomie chimique. On trouve ces métabolites secondaires dans toutes les parties des
plantes, mais ils sont distribués différemment selon leurs roles, cette distribution varie d'une

plante a l'autre (Epifano et al, 2007).
I. Les métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont des composés appartenant a des groupes chimiques
extrémement divers, tels que les acides organiques, les composés aromatiques, les terpénes, les
stéroides, les alcaloides, les carbonyles, et les composés phénoliques etc... (Kintzios S. E. et
Barberaki M. G., 2004). Leur fonction dans les plantes est habituellement liée a la régulation
métabolique, la croissance, le processus de lignification, la coloration de certaines parties des
plantes et la protection contre I’attaque des organismes pathogénes (Bratt M., 2000). Les
métabolites secondaires sont classés essentiellement en trois grandes familles : les polyphénols
ou bien les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides (Lutge U. et al., 2002 ;
Abderrazak M. et Joél R., 2007).

I.1.Les polyphénols

Composés aromatiques possédant au moins 1 groupement phénol. 1l en existe plusieurs
sous-groupes : composés phénoliques, flavonoides, coumarines, tanins. Toute la classe des
polyphénols est surtout utilisée dans les phytomédicaments pour traiter les troubles de la
circulation veineuse. Les molécules sont souvent sous forme d’hétérosides (ce qui est tres
rarement le cas pour les alcaloides). Ces composés jouent un réle important dans la croissance et
la reproduction, offrant une protection contre les agents pathogénes (Bravo.,1998) en plus de
effets dérivés de composés phénoliques a été attribue a leur activité antioxydante (Boulanger et
al., 1969 ; Balasundram et al., 2006). Ces composés ont été signalés de posséder non seulement



une activité antioxydante, mais aussi des propriétés antiviraux et antibactériens (Kan y et al.,
2007).

1.1.1. Les composés phénoliques

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

En s’appuyant sur la structure carbonée de base, on peut dégager les principales classes
de composés phénoliques (Harborne.,1989) présentées dans le (tableau 1) Les phénols simples
Ceux sont les composés renfermant une ou plusieurs unités phénoliques. Les dérivés de I’acide
benzoique et ont une structure de base de type C6-C1 (Ignat et al., 2011). Ces acides hydroxy
benzoiques sont trés communs, aussi bien sous forme libre que sous forme d’esters ou
d’hétérosides (Bruneton., 2015). Les dérivés de 1’acide hydroxy cinnamique ils ont une structure

de base de type C6-C3 (Ignat et al., 2011). Les fonctions phénols (OH) de ces dérivés peuvent

aussi étre méthylés (-O-CH3). Les stilbénes ce sont les composés ayant comme structure de
basel,2-diphenylethylene (C6-C2-C6).
Tableau 1 : Principales classes de composés phénoliques

Squelett Formule Origine
®
Carboné
C6 Phénols simples Hydroquinone HOOOH Busserole
C6-C1  Acides Acide g Epices,
hydroxbenoiques Phydroxybenzoique /Q)LOH fraises
HO
Acides Acide
Co Hydrox cinnamique  Pcoumarige = i o VEIMEES
' ail
OH
7 Raisin
C6-C2-  Stilbenoides Trans RIS RN
C6 resveratrol

OH



1.1.2. Les flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. La classe
flavonoides est 1’une des plus abondantes, et a ce jour, plus de 6500 structures
naturelles ont éteé isolées et caractérisées, repartie en 12 squelettes de base. Ce groupe
de composés est défini par une structure générale en C15 caractérisée par un
enchainement C6-C3-C6 ; les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux

benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Figurel)

(Jensen, 1992).

Figurel : Structure de la base des flavonoides.

> Classification des flavonoides

Les flavonoides forment une sous classe des polyphénols ; ils représentent une source
importante d’antioxydants dans notre alimentation .il y en a plus de 9000 & avoir été décrits chez
le régne végétal ou ils sont présents le plus souvent sous la forme soluble d’hétérosides
(Martens et al, 2005), les plus importants sont les flavones, les isoflavones, les flavanones, les

flavanols, les dihydroflavonols, les chalcones, les anthocyanes, et les aurones (Figure 2).
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Figure 2 : Les difféerentes classes des flavonoides

1.1.3. Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles, capables de précipiter les
protéines (Enzymes digestifs et autres, protéines fongiques et viral) (Benkiki, 2006). De masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da, ils sont classes selon leur structure en tanins
hydrolysables et en tanins condensés (Ghesten et al., 2001). Les tanins hydrolysables sont des
esters d'acide phénolique, les tanins condensés plutét sont des polymeres de polyhydroxyflavan-
3-ols (Fogliani., 2002).

» Les tanins hydrolysables ou galliques

Ce sont des esters de ’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier I’acide ellagique,
associés a un polyol (habituellement le glycose) (Figure3) (Clifford., 2000). lls sont divisés en
ellagitanins et en gallo tanins. Ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils

s’hydrolysent aussi sous I’action enzymatique (Conrad et al., 1998).
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Figure 3 : Structure de I'acide gallique(a) et structure de 1’acide ellagique(b)

> Les tanins condensés
Les tanins condensés sont des polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la
polymérisation auto oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diols liées
majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment
ainsi pro anthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se produit entre les unités
adjacentes par la liaison C4-C8 et par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les pro

anthocyanidines sont dits de type A (Wollgast et al., 2000).
1.2. Le réle et I'intérét des composés phénoliques

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales ; ils
ont la capacité de moduler l'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs
cellulaires. Ces composés sont réputés aussi pour leur caractére antioxydant, neutralisant les
radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs maladies.
En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et anticancéreuses. Plusieurs études ont eté
réalisées sur lI'impact de la consommation de végétaux sur la santé. La plupart d’entre elles ont
mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de nombreuses affections telles que

I’infarctus et le cancer (Fiuza et al, 2004 ; Sumner et al, 2005)

e Chez les plantes :

Les composes phénoliques peuvent intervenir dans certains nombres de fonctions telles

que :
e La physiologie de la plante (lignification et contréle de la croissance).

e Les interactions plantes-microorganismes (avec les bactéries, les champignons, les



insectes et la résistance aux rayons UV).

e La pigmentation des fleurs, des fruits et des graines. De ce fait, ils jouent un role

important dans la pollinisation entomophile et la dispersion des graines.
o La fertilité des plantes et la germination du pollen (Fleuriet et al, 2005).
e Chezles humains :

Les composés phénoliques font partie d’un groupe de métabolites secondaires possédant
nombreuses propriétés thérapeutiques. Ils sont exploités en phytothérapie a cause de leur role
dans la protection contre certaines maladies (Fleuriet et al, 2005). On attribue aux flavonoides,
specifiquement, des propriétés variées telles que leurs actions anti-radicalaires et anti-oxydants.

I1. L activité antioxydante

I11.1. Les radicaux libres

Une espece chimique (atome, molécules ou fragment de molécule contenant au moins un
électron célibataire ou non apparié sur sa couche électronique externe ce qui augmente sa
réactivité par nécessité de se combiner avec un autre électron pour devenir stable (Bonnerfont
et al, 2003).

Les radicaux libres proviennent a la fois de sources endogénes (mitochondrie, réticulum
endoplasmique, cellules phagocytaires...) et de sources exogenes (pollution, alcool, fumée de

tabac, solvants industriels, pesticides et rayonnement) (Phaniendra et al., 2015).

Lorsque ces radicaux livres sont produits plus rapidement ils ne peuvent étre neutralisés
par les systemes de défense antioxydant ce qui permet le développement de stress oxydatif
(Picchi, 2006).

11.2. Le stress oxydatif

C’est la perturbation de 1’équilibre endogéne entre radicaux libres et antioxydants de
courte ou longue durée, provoque des effets délétéres dus, soit a une défense antioxydante
défaillante, soit a un état pro-oxydatif accru, nommé stress oxydant (Biesalski H. K. et al.,
1997). Ce désequilibre pro-oxydant/antioxydant peut avoir une origine exogéne : molécules
oxydantes, toxines telles que les métaux lourds toxiques ; ou une origine endogene :

disfonctionnements de certaines sources de production et systemes d’élimination des ROS



(Figure 4) (Favier A., 2003 ; Servais S., 2004).
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Figure4: La balance d’équilibre entre les systémes pro-oxydants et les antioxydants

11.3. Les maladies liées au stress oxydatif
Le stress oxydatif engendre diverses altérations biochimiques intracellulaires telles que :

Oxydation de I’ADN, Oxydation des protéines, Oxydation des composés lipidiques,
oxydation du glucose (Loft et al., 2008).

Le stress oxydant est principalement la cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cedeme pulmonaire, vieillissement accéléré, le diabéte, maladie d’ Alzheimer, les thumatismes et

les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).

11.4. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule
des concentrations non cytotoxiques de ROS. L’organisme réagit donc de fagon constante a cette

production permanente de radicaux libres (Favier, 2003).
11.5. Le systeme de défense antioxydant

L’organisme possede un ensemble de systémes de defenses antioxydants trés efficaces

afin de diminuer la concentration des espéces oxydants dans 1’organisme. Ce systéme est divisé
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en deux grandes catégories.

11.5.1. Les antioxydants enzymatiques

o Superoxydes dismutases
o Catalase
o Glutathion peroxydase

11.5.2. Les antioxydants non enzymatiques

D’aprés Pincemail et al (2002), parmi ces antioxydants on cite les oligoéléments, les
vitamines : E (tocophérol), es caroténoides agissent en piégeant les radicaux et en neutralisant
I’¢lectron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables. Aussi que les composés

phénoliques issus des végétaux (Kanoun, 2011).
I11. Cytisus villosus pourr

111.1. Description botanique de la plante

Cytisus villosus pourr appartient a la famille des Fabacées (Légumineuse), une
famille de distribution cosmopolite, avec environ 730 genres et 19400 especes, ce qui la met en
troisieme place apres la famille des Astéracées et celle des Orchidacées par le nombre
d'especes (Judd et al., 2007). Cette grande richesse en espéces se reflete dans
une grande diversit¢ morphologique et chimique, d’ou découlent de multiples
utilisations (Waterman et al., 1994). Cytisus est un genre important et diversifié de plantes
dicotylédones comprenant environ 50 espéces de plantes a fleurs de la famille des Fabacées,
particulierement abondantes autour de la mer Méditerranée, mais également se trouve dans des
régions géographiques distinctes comme le nord et le sud de I'Afrique, I'Europe occidentale et
centrale, la mer Noire et la Turquie (Andriam-parany et al., 2014). Cytisus est l'un des
nombreux genres de la tribu Genisteae, communément appelés balais. Les balais sont des
arbustes dressés de 4 a 5 pieds de hauteur avec des feuilles alternes. Les fleurs sont disposées en
tétes et sont généralement jaunes ou blanches. Cytisus villosus pourr est un arbuste a tige
dressée de 1-2 m, et s'étend a de nombreuses rameaux allongée Les jeunes rameaux sont
anguleux et couverts de longs poils blancs, d'apparence grisatre. Les feuilles sont caduques,
pétiolées et composées de trois folioles ovales arrondies ; densément hispides, soyeuses des
deux coOtés. La floraison a lieu en avril-mai. Les fleurs sont striées de jaune avec corolle
papilionacée et pédonculées. Les fruits sont des gousses brunes (3-3,5cm), poilues et

contiennent de 6-8 graines brunes (Pereira et al.,2013).
10



Figure 5: Photo de I'arbuste Cytisus villosus pourr, ses feuilles et ses fleurs

111.2. Classification systématique

La classification taxonomique de Cytisus villosus Pourr. Dans le regne végétal (Auvra
et al, 2013)

Tableau 2 : Classification systématique de cytisus villosus pourr.

Regne : Plantes
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Fabales
Fabaceae (Papilionaceae)
Faboideae
Genisteae
Cytisus
Cytisus villosus Pourr. (Syn. Cytisus

triflorus L’Hérit.)
Balai, Cytise a trois fleurs
Cytise velu
o, e

111.3. Répartition géographique de Cytisus villosus pourr

Cytisus villosus pousse fréquemment en Algérie, en France, en ltalie, en Espagne,
au Portugal et en Tunisie. Dans Algérie, elle est commune dans la région du Tell
Algéroconstantinois (Quezel.1963) (Figure 6).
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Figure 6 : Carte de répartition géographique du genre Cytisus (Brum-Bousquet et al.,1977)
111.4. Composition chimique du genre cytisus

Le genre Cytisus contient des alcaloides de quinolizidine, des flavonoides, des
phényléthylamines, des lectines et des monoterpénes. Les principaux composés isolés de ce
genre comprennent les alcaloides spartéine, lupanine, isosparteine, ammoderien et dérivés
apparentés (Andriamparany et al., 2014), la tyramine, I'épinine, la salsolidine et la
phényléthylamine apparentée, la génistéine, la quercétine et leurs glycosides ainsi que les acides
phénoliques : acide P-coumariqueet et l'acide caféique. Les graines contiennent des lectines et
l'analyse de 1’huile volatile donne de 1'eugénol, du phénol, du crésol, de l'acide isovalérique, de

I'acide benzoique et de I'alcool benzylique, ainsi que du cis-3hexén-1-ol et du 1-octéne-3-ol.
I11.5. Utilisation du genre cytisus en médecine traditionnelle

Le cytise fit I’objet de quelques recherches en tant que plante médicinale, et il fut
découvert récemment que son feuillage était bien plus efficace que d’autres plantes, il réussit a
traiter les plaies et les bralures, en ne laissant pratiquement aucune cicatrice et méme celles du
troisieme degré. Les feuilles et les graines étaient préconisées contre les troubles
psychonévrotiques pour stopper les migraines et en traitement des maladies du foie. En usage
externe, le jus extrait de ces feuilles soignait les blessures et les plaies. En cosmétologie ; les
femmes utilisent cette plante pour faire leur sourcil. 1l est utilisé en médecine traditionnelle

comme diurétique et dans le traitement de I'nypertension Iégeére.

Une décoction de ses feuilles est utilisée pour traiter les affections thoraciques (Hanganu
et al., 2010). Plusieurs especes du genre Cytisus utilisées en médecine traditionnelle présentent

des activités antioxydantes, cytoprotectrices, diurétiques, hypnotiques, anxiolytique, sédatives,
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hépato protectrices, antispasmodiques, hypotensives, antiparasitaires, antidiabétiques et
oestrogéniques (Sundararajan et al., 2006 ; Di Giorgio et al., 2008 ; Nirmal et al., 2008 ;
Barros et al., 2012 ; Gonzélez et al., 2013 ; Jalili et al., 2013). En outre, I’espéce C. multiflorus
a éeté utilisée comme médicament ethnopharmacologique pendant des siecles principalement en
raison de ses propriétés diurétiques, anti-inflammatoires, antihypertenseurs et antidiabétiques
(Giéo et al., 2007).

La cytisine, un alcaloide extraire pour la premiére fois a partir des graines de Cytisus
laburnum était utilisée en Europe centrale et orientale pour aider les gens a cesser de fumer
pouvant exercer un effet antidépresseur (Mineur et al., 2007). Cytisus scoparius est I’espéce la

plus connue dans la médicine traditionnelle chinoise.

Elle est utilisée pour revigorer le cceur et le foie, bien connue comme tonique cardiaque et
diurétique stimulant, utile pour traiter l'insuffisance et I'eedéme cardiaques (Sundararajan et
Koduru., 2014). Cytisus multiflorus (balai espagnol) était utilisée dans la médecine
traditionnelle ayant divers effets bénéfiques sur la santé, notamment des propriétés
antiinflammatoires (Nedelcheva et al., 2007). Cytisus villosus (plante sous enquéte) a été
utilisée par les populations rurales comme reméde efficace contre les plaies (Ait
KaciAourahoun et al., 2015).

111.6. Importance économique du genre Cytisus

Les familles fabacées sont des plantes les plus importantes sur le plan économique,
Plusieurs membres des Fabacées ont été utilisés comme sources de bois (Duke, 2012 ;
Wiersema et Leon, 2016). Dans le terme socioéconomique, leur importance pour la santé et
I’alimentation humaine est mise en évidence, ils fournissent également des ressources en bois et
des colorants, des résines, des insecticides, des fibres, du fourrage, etc. (Andriamparany et al.,
2014 ; Bennett, 2010). La valeur nutritive des Fabacées est en grande partie en raison de leur
capacité a fixer l'azote atmosphérique pour la synthése des protéines (Dias, 2012). Les
Différentes especes de Cytisus sont largement utilisées comme plantes ornementales, ainsi que
pour la nutrition animale. D'autres applications de cette plante incluent la collecte de leur pollen
a des fins apicoles et la fertilisation des terres en agriculture (Garcia Ciudad et al., 2004 ;
Rodriguez-Riafio et al., 2004 ; RodriGuez-RiaNO et al., 2006 ; Rodriguez Riafio et al.,
1999).
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PARTIE EXPERIMENTALE




I. Etude phytochimique
I.1.Matériel végetal

Notre travail a porté sur la partie aérienne d’une plante de sud Algérien. Il s'agit de

Cytisus villosus pourr récoltée dans la région d’Aflou wilaya de Laghouat, au mois de Mai 2019.

L’identification botanique de 1’espece a été réalisée au niveau du laboratoire de Biologie

Végétale, Université de Laghouat, par le Pr. KOUIDRI Mohammed.
1.1.1. Séparation, broyage et tamisage

Les parties récoltées ont été séparées (feuilles ; fleurs) et par la suite broyées a I’aide d’un
broyeur électrique jusqu’a 1'obtention d’une poudre trés fine, puis tamisées par un tamiseur, la
poudre obtenue a été conservée dans des sacs en papier et stockée a I’abri de la lumiére et de

I’humidité jusqu’a I’utilisation (figure 7).

&

Figure 7 : Les parties récoltées de cytisus villosus pourr (feuilles / fleurs)
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1.1.2. Extraction et préparation des extraits
> Principe :

L’extraction est une étape trés importante avant I’analyse quantitative et qualitative
proprement dite. Le solvant utilisé, le pH et la température, jouent également un réle important

dans cette procédure (Muanda, 2010).

Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de I'extraction par macération, en
utilisant 1'éthanol comme un solvant afin d’obtenir des extraits enrichis en molécules d’intérét

(composés phénoliques).

» Mode opératoire

L'extraction a été effectuée par macération de 5 g de la poudre du matériel végétal de
chaque partie : Feuilles et fleurs dans 50ml de I’éthanol sous agitation magnétique et a une
température ambiante. Cette macération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant toutes
les 24 heures. Les extraits filtrés sont regroupés et évaporées a 1’aide d’un évaporateur rotatif
sous pression réduite a 40C°. Les résidus phénoliques sont repris dans 15 ml d’éthanol et
conserver au réfrigérateur jusqu’a le temps d’analyse. L’organigramme suivant explique les

différentes étapes d’extraction des composés phénoliques (Schéma 1).

5 g de poudre

Macération dans 50ml de
solvant répétée 2 fois (24h)

Filtration

Filtrat

Vaporisation des solvants

. o organiques sous vide 40C° .
Résidus phénoliques

Schéma 1 : Protocole expérimentale d’extraction des extraits phénoliques.
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1.2.Analyses qualitatives et quantitatives des extraits de plante
» Rendements des extraits végétaux

Les rendements des extraits sont estimés par le rapport des masses des extraits obtenus et
de la matiére végétale seche. Il est exprimé en pourcentage (%).

Rdt =[ (ME)/ (MVS)]*100

Ou:

ME : Masse des extraits (g) ;

MVS : Masse de la matiére végétale seche (g).
1.2.1. Analyses qualitatives

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existant dans un extrait de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence. Ces tests
sont basés sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des examens en
lumiere ultraviolette. Nous avons caractérisé la présence des métabolites
secondaires (saponosides, alcaloides, flavonoides, Anthocyanes, tanins et coumarines) en se
référant aux techniques décrites par Bruneton (1999), (Karumi et al.,2004) et Oloyede
(2005).

e Flavonoides

On ajoute 1 ml de I’extrait dilué a 1 ml de solution AlICl3 (2%). Et I’ensemble est porté a
température ambiante pendant 15 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’une

couleur jaune.
¢ Anthocyanes

Dans un tube on met 1ml de I’extrait dilué on ajoute 1ml de H,SO,4 et 1ml NH;OH. Un

test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu violacé.
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e Tanins

Dans un tube on met 1ml de I’extrait dilu¢, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de
FeCl; a 1%. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-noire (tanins

galliques) ou bleu verdatre (Tanins catéchiques).
e Alcaloides

Réactif de Wagner : est préparé comme suite : dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g

de Kl et 1.27g de 12 le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’cau distillée.

La présence des alcaloides est déterminée quantitativement par : un volume de 2.5 ml
d’extrait dilué est ajoute a 1 ml de HCI (10%) (Solution A), et on met la solution A dans un bain
marie jusqu’a ébullition. On sépare ce mélange en 2 tubes, le ler tube constitue le témoin qui
contient 1ml de la solution A, le 2éme tube contient 1ml de la solution A et quelgues gouttes du
réactif de Wagner. Si le test est positif, on a I’apparition d’une précipitation brune dans le 2¢me

tube.
e Saponosides

Leur présence est déterminée qualitativement par : 10 ml d’extrait dilué bien agité
pendant15s. Apres un repos de 15 min en position verticale, on mesure la hauteur de la mousse

persistante en cm.
e Coumarines

Un volume de 5 ml d’extrait dilué est évaporé au bain marie. Au résidu sec, on ajoute 2

ml d’eau chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :

La premiere représente un témoin ; Alors que la deuxiéme est traitée avec 0.5 ml d’ammoniaque
(NH,OH) a 10% L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I’apparition d’une

fluorescence intense révele la présence de coumarines.
1.2.2. Analyses quantitatives

» Dosage des polyphénols totaux (PPT)

% Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du réactif Folin (un acide de
couleur jaune, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide

phosphomolybdique (H3PMo012040) par des composes phénoliques en milieu neutre (grace a
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I’ajout du carbonate de sodium), ceci entraine la formation d’un mélange de tungsténe et de
molybdéne de couleur bleue, dont 1’absorption maximale & 765 nm est proportionnelle aux taux

de polyphénols présents dans I’extrait (Enneb H. et al., 2015).

La quantification des polyphénols totaux a été faite a I’aide d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y =ax + b), réalisée dans les mémes conditions que celles de I’échantillon, en utilisant

I’acide gallique comme standard (figure 8).

HO OH
OH

Figure 8 : Structure de I’acide gallique.
% Mode opératoire

Unvolume de 200 pl d’extrait dilué ¢été mélangés avec 1000 pl de réactif
de Folin Ciocalteu (10%) dilué dans 1’eau, apres agitation pendant 5 min, 800 pl de carbonate de
sodium (7.5%) est ajouté a I’ensemble. Les échantillons ont été incubés a température ambiante
pendant 30 minutes. L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a 765 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre (SP-3000nano UV). Une solution éthanolique d'acide gallique a été testée en

paralléle pour obtenir une courbe d'étalonnage.

La teneur en composés phénoliques des échantillons analysés est calculée par la
formule suivante :

TCP=C.V/m

C : Concentration de I’extrait
V : Volume de solvant utilisé pour I’extraction
m : Masse en grammes de la prise d’essai

s Courbe d’étalonnage

L’acide gallique a été utilisé comme standard et la teneur en PPT est exprimée en
milligramme d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g extrait).
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La courbe d’étalonnage est effectuée par 'acide gallique a différentes concentrations,

elle montre une proportionnalité de 1’absorbance en fonction des concentrations (Figure 9).

La teneur en polyphénols a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (y= 9.501x+0.041) et

R?=0.996 et réalisée par I'acide gallique & différentes concentrations (0.01-0.09mg/ml).

1
09 1 y = 9.501x + 0.041
08 - R = 0.996
07 -
0,6 -
05 -
04 -
0,3
02 -
01 -

0

Absorbance a 765nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
[C ] Acide gallique mg/ml

Figure 9: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

> Dosage des flavonoides totaux (FVT)

% Principe

Le dosage des flavonoides est effectué par la méthode de trichlorure d’Aluminium
(AICI3). En effet, les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5
qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s unir & deux atomes
d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (RibéreauGayon P.,

1968).

% Mode opératoire

Une prise de 1ml d’extrait ou standard est additionnée a 1 ml d’une solution
fraichement préparée d’ AlCl3 (3.6% dans 1’eau distillée). Apres 30 min de réaction, I’absorbance
est lue au spectrophotomeétre (SP-3000 nano UV) a 430 nm. La concentration des flavonoides est

déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la rutine (Figure 10).
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Figure 10 : Structure de la rutine

R/

s Courbe d’étalonnage

A partir d’une solution mére de la rutine de 0.1 mg/ml, une série de solutions filles est
ainsi préparée, de concentrations allant de 0.01 a 0.09 mg/ml. La courbe d’étalonnage de la

rutine est représentée dans la figure ci-dessous :

1,2

y =9.4509x + 0.0388
14 R2? =0.9953

Absorbance a 430 nm
o o o
di o (o0}

o
N
I

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[C] Retine mg/ml

Figure 11 : Courbe d'étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonoides totaux

» Dosage des flavonols totaux

Rl

+ Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium AlICl; (Kosalec et al., 2004) est utilisée pour

déterminer les teneurs en flavonols.

% Mode opératoire
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Un volume de 500ul d’extrait est ajouté a 500 pl d’acétate de sodium (5%) et 750ul de
chlorure d’aluminium (2%). La lecture de 1’absorbance est faite a 440 nm aprés 2 heures et

30min d’incubation a l'aide d'un spectrophotométre (SP-3000 nano UV).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la rutine comme controle positif a différentes concentrations. Les

résultats sont exprimes en milligramme équivalent de rutine par gramme (mg ER/Q).

s Courbe d’étalonnage

La rutine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations. La teneur en flavonols
est exprimée en milligramme d'équivalent de rutine par gramme d’extrait (mg ER/g extrait). La
teneur en flavonols a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (y= 9.4367x+0.0396) et R%=

0.993 et réalisée par la rutine a différentes concentrations (0.01-0.09mg/ml) (Figure 12).

09 - y = 9.4367x + 0.0396
R2 = 0.9933

08 -
07 -
<t
<06
20,5 4
[
S04 -
203 -
<02 |

01 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
[C] Retine mg/ml

Figure 12 : Courbe d'étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonols totaux

1. Etude de I’activité antioxydante des extraits étudiés
I1.1. Le potentiel antioxydant

Plusieurs tests sont utilisés pour évaluer les activités antioxydantes des extraits. La
plupart de ces tests sont basés sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu

réactionnel. Notre étude est basée sur deux tests : le piegeage des differents radicaux, le 2,2-
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diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) , ces tests
témoignent I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel a neutraliser les radicaux libres par

transfert d’électron et/ou de proton issus de phénoménes d’oxydations (Prior et al., 2005).

Le pourcentage d’inhibition (PI) de I’activité anti-radicalaire est calculé selon I’équation suivante

P19%= [(AbS c —Abs E)/ Abs c] x 100

Abs ¢ : Absorbance du controle négatif.
Abs g : Absorbance de I’échantillon testé.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures. L’¢tude de la variation de
I’activité antioxydante en fonction de la concentration des fractions permet de déterminer la
concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une faible valeur de IC50

correspondant a une grande efficacité de ’extrait (Perron et al ; 2009).
11.1.1. Test de piégeage du radical DPPH :
% Principe :

La réduction de radical libre DPPHe (2,2’-diphényle-1-picrylhydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de

’absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants (Molyneux et al., 2014).

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit en 2 .2
Diphényle 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Figure 13) (Maataoui et al., 2006).

. Antioxyvdant O \ y AR
NO, - NO,

- DPPH
DPPH Forme réduite, Couleur jeune

Forme radicalaire, Couleur violette

Figure 13 : Mécanisme réactionnel d’un antioxydant avec le DPPHe
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La réduction du DPPHe en DPPH-H induit une perte de sa couleur pourpre qui peut étre
suivie @ 517 nm. En présence de composes anti-radicalaires, le radical DPPHe est réduit et
change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance. La
décoloration de DPPHe est représentative de la capacité des composés phénoliques a piéger ces

radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.
% Mode opératoire

L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par lopes-

Lutz et al (2008).

Un volume de 50ul de chaque solution de fraction a différentes concentrations sont
ajoutés  a 1950 pl de solution éthanoique du DPPH. Parallélement, un témoin négatif est
préparé en mélangeant 50 pl d’éthanol avec 1950 pl de la solution de DPPH. La lecture
d’absorbances est faite contre un blanc pour chaque concentration a 517 nm apres 30 min
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard (acide ascorbique) dont 1’absorbance a ét¢ mesuré dans les

mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration.
11.1.2. Test de pouvoir réducteur du fer (FRAP)
% Principe

Le test de la réduction du fer est considéré comme un test direct et rapide est utilisé pour
mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques. Le test de FRAP (Ferric Reducing
Antioxydant Power) est effectué selon la méthode décrite par Oyaizu (Oyaizu et al., 1986).
Cette méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe®*" présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virage de couleur jaune du fer
ferrique (Fe*") en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe"), I'intensité de cette coloration est
mesurée par spectrophotométrie a 700 nm. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testes (Doukani K et al., 2014).
Le principe de ce test est basé sur la réaction chimique suivante :
Fe (111) Fe (1)

Fe™3 [ ferricyanide + Extrait Fe*? [ ferricyanide +Extrait.
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% Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu. Un
volume de 25 pl de différentes concentrations de chaque fraction diluée dans 1’éthanol est
mélangé avec 500 pl de la solution tampon (pH 6.28) et 500 pl de ferricyanure de potassium
K3Fe (CN)6 a 1%. Les meélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. aprés, un volume de
500ul de I’acide trichloracétique (10%) est additionné avec 100ul FeCl3 (0,1%). L absorbance
est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre. L’acide ascorbique est utilisé comme

contréle positif dans cette expérience dans les mémes conditions opératoires.
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1. Résultats et discussions
I11.1. Résultats des rendements des extraits phénoliques

La technique d’extraction qu’on a utilisée permis d’obtenir des rendements de deux

extraits différents (feuilles et fleurs) sont présentés dans le tableau 3.
Tableau 3: Les rendements des extraits phénoliques.

Extraits Feuilles

Fleurs
Rendements 43.3 % 8.0%
50,00%
=
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00% /
Feuilles = Fleurs Rendements

Figure 14 : Rendements des extraits phénoliques de la plante étudiée
D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que 1’extrait des feuilles de Cytisus
villosus pourr a donnait un rendement plus élevé 43.3%) par rapport a celle de ’extrait des

fleurs (8%,. Donc le meilleur rendement est obtenu par les feuilles.

D’une manicre générale le rendement d’extraction varie en fonction de I’espéce végétale,
I’organe utilisé¢ dans 1’extraction, la richesse de chaque espéce en métabolites, aussi qu’il varie
selon des facteurs environnementaux, des conditions et la durée de stockage, la période de

récolte et la méthode d’extraction appliquée ; En outre il dépend de type du solvant utilisé
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111.2. Résultats des analyses qualitatives

L’analyse phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces
composes chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére
ultraviolette. Le Tableau 4 présente les analyses qualitatives realisées sur les différents extraits

(feuilles et fleurs).

Tableau 4 : Les tests phytochimiques des différents extraits de la plante étudiée (feuilles et

fleurs).

Flavonoides 3 i
Anthocyanes - -
Tanins 3 i
Alcaloides - +
Saponosides + +
Coumarines + +

Les tests photochimiques, réalisées sur les deux extraits, ont rapporté la présence des
flavonoides, tanins galliques, saponosides et coumarines dans I’extrait des feuilles, mais ils n’ont

pas décelé la présence des alcaloides et anthocyanines

De notre cété, ont rapporté la présence des flavonoides, tanins galliques, alcaloides,
saponosides et coumarines dans I’extrait des fleurs, mais ils n’ont pas décelé la présence des

anthocyanines.

Les travaux concernant les tests photochimiques de méme espece étudiée ont été réalisés

(ils utilisaient tous les organes aériens de la plante).

Le travail de Larit et al (2016) sur la méme espéce C.villosus obtenu en d'autres sites
(Constantine-Algérie) est constaté la présence des tanins, des flavonoides, des Alcaloides, des

stéroides et des terpenoides avec I’absence des saponosides et des anthocyanes.

Un autre travail de Khadri (2019) concernant les tests phytochimiques montre que le Cytisus
triflorus recoltée du Nord-est de 1’ Algérie est riche et variée en métabolites secondaires ou les

flavonoides, les tanins et les alcaloides sont présents en quantités importantes alors que les
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saponosides, les stérols et triterpenes existent en faibles quantités avec 1’absence de composés

réducteurs et des anthocyanes.

De nombreux exemples issus des travaux scientifiques tirés de la bibliographie étayent

notre étude. Il s’agit essentiellement :

Les flavonoides jouent un role dans la coloration des végétaux (Ribéreaugayon et
Reynaud., 1968), aussi ils possedent des réles tres importants dans les plantes, en les protégeant
contre le stress hydrique et générent une tolérance des plantes aux métaux lourds présents dans
les sols, aussi les flavonoides sont des antioxydants par excellence reconnus (D’abroscaet al.,
2007). Outre leur pouvoir antioxydant, ils sont antitumoraux, antiallergiques, anti-

inflammatoires, hypotenseurs et protégent du cancer et de la cataracte (Brunetonet al., 2007).

En parall¢le, la présence des tanins donne un gotit amer a 1’écorce ou aux feuilles et les
rendent impropres a la consommation pour les insectes ou le bétail (Eberhard et al. 2005). En

outre les tanins ont un effet antiseptique, antibactérien et antifongique (Bruneton, 2009).

Les saponosides possédent des propriétés anti-inflammatoires et anticedémateuses, ils
sont particulierement toxiques pour les poissons et autre animaux aquatiques (Bouhadjera,
2005). Aussi ces molécules ont des propriétés analgésiques (Roux et Catier, 2007). Et parfois ils

sont actifs in vitro, sur des virus (Bruneton, 2009).

Les alcaloides forment un groupe important de substances naturelles d’intérét
thérapeutique par leur diversité structurale et I’éventail de leurs activités pharmacologiques. Ce
sont des substances azotées qui dans certains cas, peuvent étre toxiques, faisant que la plante
doive étre manipulé e avec prudence (Bruneton, 1999). Ainsi les alcaloides peuvent expliquer
des activités biologiques diverses (Milcent et Chau, 2003). lls jouent, a faibles doses, le réle
d'anesthésiques locaux, d’analgésiques, d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludiques,

d'antitumoraux et d'amoebicides (Chenni, 2010).

Les coumarines et des furocoumarines réside dans la défense de la plante contre les

attaques par des pathogénes ; on les qualifie de phytoalexines (Beier et Oertli, 1983).
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111.3. Résultats des analyses quantitatives
+«+ Teneur en polyphénols totaux

Les différents extraits bruts, ont été analysés quantitativement par spectrophotometre
UV-visible pour leur contenu en polyphénols (Tableau 5) et (Figure 15).

Tableau 5 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits phénoliques de la plante étudiée.

Les extraits Mg EAG/g extrait
Feuilles 3241.8+91.8
Fleurs 701 +49.3

3500
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o
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I
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£
1000

500 ‘ |
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Figure 15 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits phénoliques de la plante étudiee

Les résultats de dosage des polyphénols totaux (PPT) des différents extraits de C.
villosus montrent que I’extrait des feuilles présente la teneur la plus élevée (3241.8 + 91.8 mg

EAG/g extrait) par rapport a I’extrait des fleurs (701 + 49.3 mg EAG/g extrait).

Aucun résultat de dosage des polyphénols sur les fleurs de C.villosus n’a été rapporté par
d'autres auteurs pour pouvoir comparer nos résultats mais peu de travaux concernant les teneurs
en composés phénoliques de méme espéce étudiée ont été réalisés (ils utilisaient tous les organes

aériens de la plante).

Un travail de méme famille avec un autre espece du genre Cytisus ; c’est le cas de
Cytisus scoparius dont la teneur en polyphénols de 1’extrait éthanolique était de 225.32 mg EAG/
g (Gonzalez et al., 2013).
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La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer
I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2004). Plusieurs facteurs peuvent influer
sur la teneur en composés phénoliques, tels que : des facteurs géographiques et climatiques, les
facteurs génetiques, ainsi que le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une
forte influence sur le contenu en polyphénols (Aganga et al. 2001). Ainsi I’état physiologique de
la plante au moment de la récolte, en effet la composition chimique d’une drogue varie avec son
cycle végétatif, ces variations peuvent étre qualitatives : apparition d’un principe actif et
disparition d’un autre, et/ou quantitatives : la teneur en principes actifs peut passer par un
maximum et décroitre ensuite rapidement, donc le choix de la période de récolte est tres
important (Khadri, 2019).

D’autre part, le réactif de Folin-Ciocalteu est extrémement sensible a la réduction de tous
les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de
certains sucres et de protéines etc. (Vuorela, 2005 ; Gomez-Caravaca et al., 2006). Le solvant
d'extraction élu des substances non phénoliques comme les sucres, les protéines et les colorants
qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique (Djeridane et al., 2006), donc le
dosage par ce réactif donne une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait.
Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le
réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007). La faible spécificité

du réactif de Folin-Ciocalteu est I'inconvénient principal du dosage colorimétrique.

« Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux (FVT) des extraits a été déterminée selon la méthode du

trichlorure d’aluminium (Tableau 6) et (Figure 16).

Tableau 6 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits phénoliques de la plante étudiée

Les extraits mg ER/g extrait
Feuilles 781.31+34.8
Fleurs 292.06 + 34.92
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Figure 16 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits phénoliques de la plante étudiée

Les résultats de dosage des flavonoides totaux des différents extraits de C. villosus
montrent que 1’extrait des feuilles présente la teneur la plus élevée (781.31+ 34.8 mg ER/g

extrait) par rapport 1’extrait des fleurs (292.06 + 34.92mg ER/g extrait).

Aucun résultat de dosage des flavonoides sur les fleurs de C.villosus n’a été rapporté par
d'autres auteurs pour pouvoir comparer nos résultats mais peu de travaux concernant les teneurs
en composés phénoliques de méme espéce étudiée ont été réalisés (ils utilisaient tous les organes

aériens de la plante).

L’étude effectuée par Ait-Kaci et al. (2015) a révélé que la teneur en flavonoides pour
I’extrait hydroéhanolique de C.villosus (la partie aérienne) est égale a (52.13 + 1.69 mg EQ/g
d’extrait.)

Les flavonoides sont reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes
(Popovici et al., 2010). L’effet scavenger des flavonoides est attribué a leur faible potentiel
redox qui les rend thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres par un transfert
d’atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle (Siddhuraju et Becker, 2007 ;
Ghedadba et al., 2015).

«» Teneurs en flavonols

La teneur en flavonols totaux des extraits a été déterminée selon la méthode du

trichlorure d’aluminium (Tableau 7) et (Figurel7).
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Tableau 7 : Teneurs en flavonols totaux des extraits phénoliques de la plante étudiée.

Les extraits mg ER/g extrait
Feuilles 441.92 +10.76
Fleurs 97.60 £0.73
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Figure 17 : Teneurs en flavonols totaux des extraits phénoliques de la plante étudiée

Les résultats de dosage des flavonols totaux  des différents extraits de C. villosus
montrent que 1’extrait des feuilles présente la teneur la plus élevée (441.92 + 10.76 mg ER/g

extrait) et la teneur trés faible de 1’extrait des fleurs (97.60 £+ 0.73 mg ER/g extrait).

Aucun résultat de dosage des flavonols sur les fleurs et les feuilles de C.villosus n’a été

rapporté par d'autres auteurs pour pouvoir comparer nos résultats.
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111.4. Résultats des activités antioxydantes

111.4.1. Résultats du test DPPH

La valeur IC 50 a été déterminée pour chaque extrait, c’est la concentration de
I'échantillon exigé pour donner une diminution de 50% de I'absorbance de la solution contrdle
constituée d’éthanol et DPPH. (Le tableau 8) donne les valeurs d’IC50 des deux fractions

testées et de 1’antioxydant standard.

Tableau 8 : Les valeurs d’IC 50 des deux extraits du radical DPPH.

Les extraits phénoliques IC 50 (mg/ml)

Les feuilles 0,0047 + 0,0002

Les fleurs 0,044 + 0,0007

Acide ascorbique 0,0031 +0,0001

0,05
0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01

0

IC50(mg/ml)

Titre de I'axe

M Les feuilles Les fleurs Acide ascorbique

Figure 18 : Les valeurs d’IC 50 des deux extraits du radical DPPH.

L’étude a montré que les deux extraits (feuilles et fleurs) de C. villosus étudiées
possédaient des pourcentages d’inhibitions importants. L’activité antioxydante des fractions est
exprimée en IC50, elle est définie comme la concentration efficace du substrat qui cause la perte

de 50% du radical DPPH, I’IC50 la plus faible présente 1’activité la plus forte.
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Les valeurs de IC50% sont de ’ordre de (0,0047 + 0,0002 mg/ml) pour I’extrait des
feuilles, I’extrait des fleurs a enregistré un IC50% = 0,044 + 0,0007 mg /ml, sachant que le
paramétre IC50 est inversement proportionnel a 1’activité antioxydante, on peut constater que

pouvoir anti radicalaire de I’extrait des feuilles est plus important que I’extrait des fleurs.

Une étude menée par Ait-kaci et al. (2015) sur la méme espéce de plante a montré des

IC50 de 19,17 pg/ml et 77,81 pg/ml des feuilles et des fleurs respectivement.

La différence dans I’activité anti-radicalaire au DPPH entre les extraits analysés est
probablement due a leur composition en différents composés phénoliques. La réduction du
DPPH n’est généralement pas due a ’action d’un seul compoSé mais aux interactions entre
plusieurs composeés, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre, conduisant

ainsi a cette différence d’activité entre les extraits.

111.4.2. Résultats du test FRAP

Dans ce test, la couleur jaune de la solution d'essai change en différentes nuances de vert
et de bleue, selon le pouvoir réducteur de chaque composé. La présence de réducteurs
(antioxydants) provoque la conversion du complexe du fer ferrique (Fe3* (CN™),) en fer ferreux
(Fe?* (CN7),) (Wu et al., 2015).

En générale cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer

ferrique (Fe3*en fer ferreux (Fe?*). Les résultats obtenus sont représentés dans (le tableau 9).

Tableau 9 : Les valeurs d’IC 50 des deux extraits de test FRAP.

Les extraits phénoliques IC 50 (mg/ml)
Les feuilles 0,006+0,0001

Les fleurs 0,06+0,004
Acide ascorbique 0,003 + 0,0002
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Figure 19 : Les valeurs d’IC 50 des deux extraits de test FRAP.

Selon les résultats du test de FRAP mentionnés sur le (Tableau 9), Nous constatons que
I’extrait des feuilles a présenté une valeur d’IC50 (0,006+0.0001 mg/ml) ce qui signifie une
meilleure capacité a réduire le fer. Par conte ’extrait des fleurs a montré le pouvoir le plus faible

avec une valeur d’IC50 tres élevée qui de 0,06+0,004 mg/ ml.

La capacité réductrice d’un compose peut servir comme un indicateur significatif de son
activité antioxydante potentielle (Yildirin et al., 2001 ; Yan et al., 2008). Bentabet et ses
collaborateurs (2014) ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités antioxydantes
et la puissance de réduction des composants de quelques plantes. Ce processus d’autoxydation
dépend de multiples paramétres tels que la concentration de 1’ion métallique et du polyphénol, la

température, le pH et la présence d’agents complexant (Ghedadba et al., 2015).
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CONCLUSION GENERALE



Conclusion

Les plantes médicinales continuent toujours d’étre la provenance idéale des métabolites
secondaires, ce qui explique leur exploitation accrue en industrie pharmaceutique. Les
polyphénols sont les composés végétaux les plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.

L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou
comme modéle pour la synthése de nouvelles substances.

Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressées a 1’étude phytochimique et du
pouvoir antioxydant des extraits des feuilles et fleurs de « Cytisus villosus pourr ».

Dans le premier volet de ce travail, nous avons procédé a I’extraction des molécules
bioactives par macération en utilisant I’éthanol comme un solvant d’extraction, 1’étude
phytochimique a montré la présence des flavonoides, les tanins, saponosides et les Coumarines
dans les extraits des feuilles et les fleurs, et I’existence des alcaloides seulement dans I’extrait
des fleurs, et I’absence des Anthocyanes dans tous les extraits.

Dans le deuxiéme volet, il y avait 1’évaluation du contenu des phénols et des flavonoides
totaux, et des flavonols totaux qui révele que I’extrait éthanolique des feuilles posseéde les taux
les plus €levés par rapport 1’extrait des fleurs.

Dans le dernier volet, 1’évaluation de I’activité antioxydante est mise en évidence par
deux tests différents : I’analyse par le radical stable DPPHe et 1’estimation du pouvoir réducteur
FRAP.

Nous avons constaté pour ’activité antioxydante par le piégeage du radical libre DPPHe
et en comparant les IC50 des différents extraits testés par rapport a celles de 1’acide ascorbique,
nous avons remarqué une activité antiradicalaire trés importante pour l’extrait des feuilles
comparativement a 1’extrait des fleurs.

Cependant, I’activité antioxydante par la méthode FRAP, I’extrait des feuilles a une
capacité de réduire le fer trés important par rapport a I’extrait des fleurs.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre 1'éventail de I’isolement et
I’identification des composés actifs dans les différents extraits en vue de les déterminer. Aussi,
une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir des résultats plus approfondis sur les activités
antioxydantes et les autres activités biologiques, a cause de I’ignorance de cette plante par la

population algérienne.
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ANNEXE



1. Appareillage

Annexe

Appareils et matériels

Caractéristiques

-Agitateur automatique

WiseStir (MSH-20A)

-Bain Marie WiseBath

- Balance de precision (OUAUS 0,001)

-Barreau magnétique

- Ballon De 250mL

- Béchers

- Cuves

- Etuve

- Erlenmeyer De 250mL

- Eprouvette De 100mL

- Fiole De (25mL et 50mL et 100mL et

200mL)

-Micropipette

(précision 10-100 et 100-1000)

-Papier aluminium.

-Papier filtre.

- Potentiel d’Hydrogéne-métre (pH- Adwa (AD1030)
meétre)

-Pipette De 10mL

- Réfrigérateur

- Spectrophotométre UV

(OPTIMA SP-3000 Nano)

- Spatule

- Tubes

- Evaporateur rotatif
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2. Produits chimiques :

Produits formule chimique Propriétés
- Eau distillé H,0 distillé Ultra-pure
-Acide trichloracetique (TCA) C,HCI30; PROLABO
- 2, 2’-diphényl-1-picryhydrazyle C18H12N506 SIGMA-
(DPPH) ALORICH
- Hexacyanoferrate de potassium KsFe(CN)g (BDH)
laboratory reagents
- Ethanol C,HsO BIOCHEM
Chemopharma
-Folin Ciocalteu SIGMA (Life
Science)
- Chlorure d’aluminium AICl; VWR
CHEMICALS
- Acide gallique C;HgOs SIGMA (Life
Science)
- Acide chlorhydrique HCI Honeywell | Flu
ka
- sulfate de sodium Na,SO4 SIGMA-
ALORICH /
BIOCHEM
Chemopharma
- sulfate de sodium hydraté Na,S,03 Fluka
- Carbonate de sodium Na,CO3 SIGMA-
ALORICH
- Dihydrogeénophosphate  de KH,PO, Fluka.chemika
potassium
-Hydrogénophosphate de potassium K,HPO, Applichem
Panreac
-Chlorure de fer Il hexahydraté FeCl;.6H,0 PROLABO
-lodure de potassium Kl SIGMA-
ALORICH
-Diiode I SIGMA-
ALORICH
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Résumé

Cytisus villosus est une plante médicinale de la famille des Fabacéae, largement utilisée en médecine traditionnelle a
I’échelle mondiale. Le but de ce travail est le dosage des composés phénoliques et détermination de [’activité
antioxydante de Cytisus villosus pour . a partir des feuilles et des fleurs. Nous avons eu recours a des tests
phytochimiques par plusieurs méthodes qualitatives basées sur des phénoménes de précipitations ou de coloration a
I’aide des réactifs spécifiques. Les résultats de ce screening phytochimiques confirme la richesse de cette plante en
composés phénoliques. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides. Et flavonol totaux a
montré que I’extrait des feuilles de cytisus villosus pourr présente la teneur la plus importante (3241.8+ 91.8 mg
EAG/g extrait ; 781.31 + 34.8 mg ER/g extrait ; 441.92 + 10.76 mg ER/g extrait) En outre, une évaluation de
’activité antioxydante de cette espéce vis-a-vis de DPPH (0,0047 + 0,0002 mg/ml)et FRAP (0,006+0,0001 mg/ml).

Mots clés : Cytisus villosus ; analyse phytochimique ; polyphénols ; I’activité antioxydante ; DDPH ; FRAP.
Abstract

Cytisus villosus which is a medicinal plant from Fabaceae family, used widely in traditional medicine across the
world. The aim of this research is the determination of polyphenols and flavonoids content, and the evaluation of the
antioxidant activity of cytisus villosus pour. from leaves and flowers. We used photochemical tests with several
qualitative methods based on precipitation or staining phenomena using specific reagents. The results of this
phytochemical screening confirm the richness of this plant in phenol compounds. The quantitative estimate of total
polyphenols and flavonoids. And Flavonol Total has shown that the extract of the leaves of cytisus villosus rot
presents the most important content (3241.8 £ 91.8 mg EAG / g extract; 781.31 + 34.8 mg er / g extract; 441.92 +
10.76 mg er / g extract) in addition, an assessment of the antioxidant activity of this species vis-a-vis DPPH (0.0047
4 0.0002 mg / ml) and FRAP (0.006 £ 0.0001 mg / ml).

Keywords: cytisus villosus, photochemical analysis, antioxidants activity, polyphenols, FRAP, DPPH
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