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Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouveaux composés antioxydants a partir de sources naturelles etde la
contribution a la valorisation de certaines plantes médicinales en Algérie, nous avons concentrés notre étude
phytochimique sur trois espéces de la flore algérienne pour but d’évaluer leur potentiel thérapeutique. Ces plantes
appartiennent a trois familles différentes et qui sont Physalis acutifolia (Solanaceae), Glebionis coronaria var.
coronaria (Asteraceae), Ononis natrix ssp. Polyclada(Fabaceae). Ce travail est divisé comme suivantes : 1’obtention
des extraits polaires a partir de ces trois plantes par macération avec un solvant organique (éthanol). L'analyse
qualitative et expérimentale des extraits qui permis de mettre en évidence la présence de certains composés a savoirs
. les saponines, les tannins, les flavonoides, les triterpénes, les composé phénolique et les alcaloides...etc, dans les
extraits des trois plantes étudiées avec des proportions variables. L’analyse quantitative a travers le processus de
dosage a permis de montrer la quantité des phénols et des flavonoides dans les extraits des trois plantes comme
suivant,la teneur du type Physalis acutifolia égale a 50,166 mg EAG/g et 37,458 mg Qu E/g, respectivement, pour
celle du type Glebionis coronaria var. coronaria égale51,941mg EAG/g et 18,041mg Qu E/g respectivement, et
pour ’extrait de la plante Ononis angustissima subsp. Polyclada cette teneur est estimée & 165,176mg EAG/g, et
25,791mg Qu E/g respectivement. Les tests de 1’activité antioxydante in vitro et celle de I’activité antibactérienne
montrent que tous les extraits étudiés présentent des propriétés antioxydantes et antibactériennes a différents
niveaux, dépendantes du contenu en polyphénols totaux et en flavonoides présents dans les extraits.

Mots-clés : phytochimie, Extraits, Physalis, Glebionis, Ononis, activité antioxydante, activité antibactérienne.

Abstract

As part of the search for new antioxidant compounds from natural sources and the contribution to the valorization of
certain medicinal plants in Algeria, we have focused our phytochemical study on three species of the Algerian flora
in order to evaluate their therapeutic potential. These plants belong to three different families, which are Physalis
acutifolia (Solanaceae), Glebionis coronaria var. coronaria) (Asteraceae), Ononis natrix ssp. Polyclada (Fabaceae).
This work is divided as follows: Obtaining polar extracts from these three plants by maceration with an organic
solvent (ethanol) The qualitative and experimental analysis of the extracts which made it possible to highlight the
presence of certain compounds, namely: saponins, tannins, flavonoids, triterpenes, phenolic compounds and
alkaloids...etc, in the extracts of the three plants studied with varying proportions. The quantitative analysis through
the process of assay showed the amount of phenols and flavonoids in the extracts of the three plants as follows, the
content of the Physalis acutifolia type equal to 50.166 mg EAG/g and 37.458 mgQu E/g, respectively, for that of the
Glebionis coronaria var coronaria type equal to 51.941 mg EAG/g and 18.041mg Qu E/g respectively, and for the
extract of the plant Ononis angustissima subsp. Polyclada this content is estimated at 165.176mg EAG/g, and
25.791mgQu E/g respectively. In vitro antioxidant activity and antibacterial activity tests show that all the extracts
studied have antioxidant and antibacterial properties at different levels, depending on the content of total
polyphenols and flavonoids present in the extracts.

Keywords: phytochemistry, extracts, Physalis, Glebionis, Ononis, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

La nature est toujours un signe d'or pour montrer les phénoménes proéminents de la
coexistence. Les produits naturels issus de plantes, d'animaux et de minéraux sont a la base du

traitement des maladies humaines (Firenzuoli et Gori, 2007).

L’utilisation des plantes médicinales pour le traitement des maladies remonte a I'histoire de
la vie humaine, c'est-a-dire que depuis que les étres humains ont cherché un outil dans leur
environnement pour se remettre d'une maladie, I'utilisation des plantes était leur seul choix de
traitement (Halberstein, 2005).

Aujourd'hui, les plantes médicinales sont utilisées comme ressource médicale dans presque
toutes les cultures. Garantir la sécurité, la qualité et I'efficacité des plantes médicinales et des
médicaments a base de plantes est devenu tres récemment un enjeu clé dans les pays industrialisés

et en développement (Jamshidi-Kia et al, 2018).

En Algérie, pays tres riche dans sa biodiversité florale, la médecine traditionnelle y a sa
place malgré 1’absence de complémentarité de la phytothérapie a la médecine. Botanistes,
phytochimistes, pharmacologues et médecins sont appelés a conjuguer leurs connaissances
scientifiques pour que la phytothérapie soit une discipline thérapeutique officielle comme c'est le

cas dans plusieurs pays comme la Chine, la Turquie, etc (Kabouche et al, 2005).

En effet, I’action des plantes médicinales viennent de leurs métabolites primaires et

secondaires, et sans doute, de la synergie entre les différents composés présents (Reguieg, 2011).

L’objectif général de ce travail est 1’étude de la composition chimique et les propriétés
antibactériennes et antioxydantes de trois plantes de la flore algérienne a savoir Physalis

acutifolia, Glebionis coronaria et Ononis angustissima.
Les manipulations faites lors de ce travail sont :
el_a préparation des extraits aqueux et organiques a partir les trois plantes etudiées.
el_e dosage spectrophotométrique des substances bioactives (composés phénoliques).
e ’¢évaluation du pouvoir antioxydant des extraits des plantes par la méthode de DPPH.

En vue de rendre compte de la demarche scientifique adoptée, ce manuscrit comporte trois parties.
La une premiere partie, une revue bibliographique sur les plantes médicinales, et la

description des especes végétales utilisées dans ce travail. La deuxiéme partie, concerne le matériel
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et les méthodes utilisées, notamment 1’extraction ainsi que 1’analyse de la composition chimique, le

fractionnement chromatographique, le dosage des polyphénols et des flavonoides ainsi que 1’étude

de leur activité antioxydante et I’évaluation de 1’activité antibactérienne.

Les résultats obtenus, suivis de la discussion puis la conclusion et les perspectives feront

I’objet de la troisiéme et quatriéme partie respectivement. Les références bibliographiques

constitueront la derniére partie du manuscrit.
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I. Plantes médicinales et phytothérapie

1. Généralités sur les plantes medicinales

Les plantes médicinales sont des plantes qui contiennent dans I'un de ses divers organes une
substance chimique efficace, avec une concentration faible ou élevée, qui les conferent un effet
médicinal ou physiologique (Al-Husseini, 1990).En effet, I’action des plantes médicinales viennent
de leurs métabolites primaires et secondaires, et sans doute, de la synergie entre les différents
composeés présents (Reguieg, 2011).Ces métabolites ont une grande importance et jouent plusieurs
roles surtout dans la défense contre les parasites pathogénes. 1ls sont classés en plusieurs groupes, le
plus connu est celui des phénols qui regroupe les phénols simples, acides phénoliques, quinones,
flavonoides, flavones, flavonols, tannins et les coumarines. Ainsi le groupe des alcaloides, et celui
des terpénoides et polypeptides (toure ,2015). Selon I’O.M.S (organisation mondiale de la santé),
les plantes se considerent comme la premiére source de remeédes dans de nombreux pays peu
développés, et I’organisation prépare d’ailleurs une gigantesque base de données afin de regrouper

la totalité des principes phytochimiques découverts a ce jour(Djebali.H, 2013).
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Figure01: Structure chimique de quelques composeés antimicrobiens des plantes (Cowan, 1991).
2.Phytothérapie et métabolites secondaires

2.1.La phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs: phuton et therapeia qui signifient
essentiellement « Soigner avec les plantes ». Elle est une méthode thérapeutique qui utilise I'action

des plantes médicinales pour prévenir et traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états

N
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pathologiques (Gahbiche, 2009). La plante peut étre utilisée entiérement ou seulement par des
parties ou de préparation a base de plantes, car ce n’est ni une thérapeutique spéciale ni une médecine

alternative, mais juste elle fait partie intégrante du domaine thérapeutique(Djebali, 2013).

Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue a part entiere par 1’Académie de médecine

(2008), et elle se divise en deux types :

- La phytothérapie traditionnelle, elle est définie comme une thérapie alternative congue pour traiter
les symptomes d’une affection, ses origines peuvent étre trés anciennes. Elle se base sur l'utilisation

de plantes selon les vertus découvertes empiriquement.

-La phytothérapie clinique, est une médecine de terrain ou le patient précede la maladie. Une
approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour déterminer le traitement,
ainsi qu'un examen clinique complet. Le mode d’action ici est basé sur un traitement au long cours

agissant sur le systeme neuro-végétatif (Chabrier, 2010).
2.2. Métabolisme des végétaux

La plante est considérée comme le siege d’une activité métabolique aboutissant a la synthése

de composants bioactifs nommeés, métabolites primaire et secondaire (Hartmann, 2007).

2.2.1.Métabolites primaires

Un métabolite primaire est un composant actif directement impliqué dans la croissance, le
développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. Ce sont des molécules
présentes dans tout I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en
quatre principaux groupes, les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Deffas et
al, 2021).

2.2.2.Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des substances présentes chez un organisme et qui ne
participent pas directement aux processus de base de la cellule vivante, ce sont des composés qui
regroupent plusieurs dizaines de milliers de molécules différentes. (Bourgaud, 2013). lls se

caractérisent généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux (Djermane, 2014).

Comme on a mentionné précédemment, il y a trois classes principales de métabolites
secondaires chez les plantes et qui sont : les substances phénoliques, les terpénes et les alcaloides
(Raven et al., 2003).
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2.2.1. Les composés phénoliques

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de
plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point
commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme

porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004).

Les polyphénols sont les antioxydants les plus présents dans la nature et aussi dans nos
assiettes. Ils permettent aux plantes de se défendre contre les phénoméenes d’oxydation, certaines

agressions extérieures et contre le pourrissement (Menat, 2006).
2.2.1.1. Acide phénolique

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de 1’acide
hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique(Thompsen et al.,1984). Les acides
phénoliques sont rares dans la nature. Ce sont des dérivés du noyau benzénique issus de la

décarboxylation de 1’acide shikimique(Chira., et al 2008).
2.2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétales supérieurs : racines, tiges,
feuilles, pollen, grains, bois etc. (Williams et Grayer, 2004), ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthese

comme transporteurs d’électrons (Ghestem et al., 2001).

Ils sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de carbone, constitués de
deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant une structure C6-C3-
C6 (Figure 02), ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques (De
Souza,. 2004).

Figure 02 : Squelette de base des flavonoides (Korkina et Afanas’ev, 1997).
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2.2.1.3.Les Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques, hydrosolubles, ayant la propriéte de tanner la
peau, (Bruneton, 1999), ce sont des substances qui ont la propriété coaguler les albumines des
mugqueuses ou des tissus en créant une barriére isolante et protectrice (Charpentier et al,. 2004).
Les tanins sont plus abondants dans les dicotylédones que dans les monocotylédones (Ferial,d et al
2021), et ils sont localisés dans les feuilles, I’écorce et les fruits de nombreuse plantes, ainsi dans

des cavités spéciales ou parfois dans des vacuoles (Bate et al.,1962).

2.2.1.4 Les coumarines (C6-C3)

Le nom coumarine tire son origine de « coumarou », nom vernaculaire de la féve Tonaka
(coumarounaodorata) d’ou fut isolée en 1820, les coumarines sont des composés phénoliques ayant
un squelette de base en C6-C3. (Zerrouki, 2009).Les coumarines sont des composés phénoliques
non volatils tres répandues chez les végétaux, notamment dans les racines et les écorces. lls sont
dotés d’odeurs agréables, certaines servent en parfumerie ou pour aromatiser le tabac, d’autre sont

tres toxiques telles que les aflatoxines des champignons inférieurs (Djermane, 2014).

Figure 03 : Feves Tonka (Rezine et al., 2017).
2.2.2 Les alcaloides

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle (le plus souvent végétal), azoté plus ou
moins basique, de distribution restreinte et doué, a faible dose. (Merghem, 2009). Les alcaloides
figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine. L’intérét
qu’on leur porte reposait traditionnellement sur leur action physiologique et psychologique et

particuliérement violente chez I’homme (William, 2003).
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Figure04 : Structure chimique des principaux alcaloides de NS. (Atta-ur,1995).
2.2.3 Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont sécrétées
par les plantes aromatiques (Iserin et al., 2007). Elles sont présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. (Padrini et lucheroni,
1996). Elles sont solubles dans : 1’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, lesémulsifiants et

dans la pluparts des solvants organiques. Elles se caractérisent par :
e La densité est généralement inférieure a celle de I’eau.
e Elles ont un indice de réfraction élevé.
e FElles sont tres altérables et sensibles a 1’oxydation.
e Elles sont liquides a température ambiante.
e Elles sont incolores ou de couleur jaune pale.
e Elles sont volatiles (Roux et Catier, 2007).

Les principales familles végétales susceptibles de donner des huiles essentielles sont: les
Abiétacées, les Cupressacees, les Lamiacées, les Myrtacées, les Lauracées, les Rutacée, les

Ericacées, les Asteracées, les Poacées et les Rosacées (Djermane,2014).
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2.2.4 Saponosides

Le nom « saponine » est dérivé du mot latin sapo, qui signifie « savon », parce que les
molécules de saponoside forment des solutions moussantes quand on les mélange avec de 1’eau
(Oleszek, 2002). Les saponosides sont des hetérosides de stérols ou de triterpenes, ils sont tres
largement distribués dans les végétaux. (sapogénine) (Greenich, 1880). Les saponosides sont un
vaste groupe de glycosides, largement distribués chez les plantes supérieures, leurs propriétés
tensio-actives les distinguent des autres glycosides (Tyler et al., 1981).

3. Apercu sur utilisation des plantes médicinales

L’utilisation des plantes médicinales était depuis longtemps, au passé les gens prennent ces
plantes sous forme de tisanes ou de poudres, actuellement ils s’existent sous forme de gélules ou
sous nombreuses formes (Jean, 2010). L’usage de plantes médicinales peut étre percu comme une
alternative aux médicaments conventionnels ( Niang et al.,2021). Ces plantes sont utilisées pour le
traitement de plusieurs malaises tels que les toux, I’hypertension, les rhumatismes, les douleurs aux
articulations, les diarrhées, la dysenterie, les problémes d’estomac, le diabéte, la migraine, les
hémorroides, le paludisme, les morsures de serpent, les saignements, les convulsions, les vers, les
douleurs menstruelles, la filariose, la gonorrhée, la stérilité, I’ovulation, 1I’épilepsie, et les maux les
plus fréqguemment traités sont les convulsions, les maladies vénériennes, les douleurs d’estomac et
les maux de téte. (Jonathan et Rebecca.,1999). Par exemple, au plateau central marocain le
traitement des infections et maladies touchant les voies respiratoires et les poumons se font a
76,40% par utilisation de plantes médicinales (El Hilal et al.,2015).

Aussi dans le domaine thérapeutique chez les animaux, ces plantes médicinales sont aussi
utilisées, citons par exemple le Serpolet (Thymus serpyllum L.) qui est utilisé comme antiseptique,

ou contre les entérites et les parasitoses des volailles (Jean-Yves ,2010).
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I1. Plantes Médicinales Etudiée

1. Physalis acutifolia (Solanaceae)

1.1 Généralités sur la famille des Solanaceae

La famille des Solanacées est 'une des plus grandes familles de plantes, avec prés d’une
centaine de genres comprenant plus de 2 500 espéces (Olmstead, 2008).Elles jouent un réle
important dans le monde végétal ainsi que dans la vie culturelle de I’homme (Janet,2001).Cette
famille a une grande importance économique et alimentaire dans le monde entier (Samuels, 2009),
par exemple, seulement en 2010, 28 millions d'hectares de solanacées vivriéres ont été cultivés dans
le monde, produisant environ 540 millions de tonnes (FAO, 2012). Cependant, cela ne concerne que
quatre especes de cultures de base (pomme de terre, tomate, aubergine et poivrons) et ne prend pas
en compte les autres espéces cultivées moins connues, qui sont nombreuses (GFU, 2014). Cette
famille rassemble 147 genres et environ 2 900 espéces réparties dans les régions chaudes et
tempérées, avec un important centre de dispersion en Amérique du Sud, d’ou sont originaires les

pommes de terre, les aubergines, les tomates, les piments (Botineau, 2010).

Les Solonaceae sont généralement divisées en 2 sous-familles : les Solanoideae et les
Cestroideae. Les espéces de cette famille sont des plantes alimentaires, médicinales ou

ornementales et beaucoup d'entre-elles sont nuisibles (D'Arcy et Rakotozafy, 1994).
1.2 Généralités sur le genre Physalis

Physalis est un genre important de la famille des Solanacées, créé par Linné en 1753, et
contient environ 463 especes, mais moins de 100 especes sont bien connues et ont des noms aussi
fantaisistes que 1’amour en cage, la tomate balle, les baies dorées, la cerise de terre, pokpok, les
tomates aux fraises, ou encore le coqueret pubescent (El Sheikha,2010).Le genre Physalis
comprend un certain nombre d’especes comestibles et ornementales d’importance commerciale, sa
haute valeur nutritionnelle et ses propriétés medicinales potentielles entrainent un intérét

commercial accru pour les produits de ce genre dans le monde entier (Rebbas,2018).
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Physalis ixcocarpa Physalis alkekengi Physalis Peruviana
Figure 05 : Photos de certaines espéces de Physalis (El Sheikha, 2010).
1.3. La plante médicinale Physalis acutifolia
1.3.1. Description botanique

Physalis acutifolia (Miers) Sandw est une plante annuelle, avec tiges et branches étalées et
ascendantes, pubescentes et 1égérement pubescentes sur les bords et les nervures des feuilles, plus
de nsessur les nouvelles pousses, les tiges atteignant 50 cm de long; poils atteignant 1 mm de long,
non glanduleux. Feuilles elliptiques, souvent étroites, parfois lancéolées ou ovales, de 4-12,5 cm de
long, de 1-5 cm de large, 1,8-6 fois plus longues que larges; base aigué a acuminée souvent
obliquement ainsi; apex aigu a acuminé; bords dentés a incisés ou dentés. Fleurs de 0,7-1,2 cm de
long; pédoncule de 1,2-3 cm de long, habituellement environ 2-3 fois plus long que la fleur; calice
de 0,3-0,5 cm de long, les lobes étant aussi longs que le tube; corolle blanc jaunatre, parfois avec
centre obscurci orange jaunatre, 1-2,2 cm de large; anthéres jaunes, 3-4 mm de long, environ 3-4
fois plus longues que larges. Le calice ovoide, 1,2-2,3 cm de long, 1-2 cm de large, baie de 0,6-1,3
cm de diameétre; graines lenticulaires, 2-2.2 mm de large. Floraison et fructification, Juillet-
Septembre (Landrum et al. 2013).

1.3.2.Habitat et distribution géographique

Le genre Physalis contient environ 100 espéeces et qui sont distribués au niveau de la région
tropicale est subtropicale dans le monde entier (Zhang et Tong, 2016). Ce genre contient plus de 90
especes dont 35 dans la région de Mexique (Cuevas-Arias et al., 2008). Physalis acutifolia est
originaire des Etats-Unis, de la Californie au Texas, et au nord du Mexique, ou il peut étre trouvé
dans de nombreux types d’habitats, y compris les zones perturbées. Les plantes de Physalis sont

aussi largement répandues dans toute 1’Inde, la Chine et d’autres pays subtropicaux.
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Tableau 01 : Taxonomie de Physalis acutifolia selon le site web (www.itis.gov):

Regne Plante
Sous-Régne Viridiplantae
Embrachment Tracheophyte
Sous —embranchment Spermatophytes

Class Magnoliopsida
Order Solanales
Famille Solanaceae
Genre Physalis
Espece Acutifolia

L’index de Dobignard & Chatelain (2010- 2013) a cité 5 espéces de Physalis: P.
alkekengiL. et P. viscosa L. au Maroc, P. angulata L. en Mauritanie, Maroc, Egypte, P.
ixocarpaHornem. en Egypte, P. peruvianal. en Madére, Mauritanie, Maroc. En Algérie, Munby

(1847) a signalé Physalis somnifera L., sur les décombres autour d’Alger, au cimetiére des Juifs a

Bab-el-Oued.

En parallele, Physalis acutifolia était observée en Algérie dans 5 stations (localisées dans

des champs de culture du piment (Rebbas, 2018).

Tableau 02 : Localisation des stations d’observation de P. acutifolia dans la région de M’Sila.

Station Altitide (m) Date

Lamarate 380 18/08/2017
Saida 376 18/08/2017
Ouled Madi 361 18/08/2017
EL Beida 424 18/08/2017
Maaza 696 15/09/2017



http://www.itis.gov/
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1.3.3.Utilisation en médecine traditionnelle

La plante Physalis est utilisée pour le traitement des maladies rénales (surement pour la
désintégration des calculs rénaux) et les maladies des voies urinaires et semblait important dans
I'activation des fonctions hépatiques. Une décoction est employée dans le traitement des abces, de la
toux, des fiévres ou de la gorge endolorie (EL SheikhaAly, 2010).Elle a été utilisée pendant des
siécles dans la médecine traditionnelle indienne, Au Yémen, ou il est connu sous le nom d’ubab, les
feuilles séchées sont broyées en une poudre a partir de laquelle une pate est fabriquée et utilisée

pour les bralures et les plaies (Rebbas ,2018)
1.3.4. Travaux antérieurs et usages thérapeutiques

Cette plante de Physalis est utilisée actuellement pour traiter le cancer, la leucémie,
I’hépatite, elle a aussi des propriétés comme hépatoprotecteur, diurétique, anti-ulcere, anti-
microbienne, anti-oxydante, anti-inflammatoire, une activité protectrice rénale (Jyothibasu et
Venkata 2015). Aussi, I'isolement et la caractérisation de plusieurs withanolides bioactifs a partir
de ces plantes ont été signalés (Ahmed et al., 1999). Ces molécules actives ont été classées sus le
nom de Physalines, les investissements phytochimiques et pharmacologiques indiquent que ces
withanolides sont le constituant chimique le plus dominant du genre Physalis, ainsi, qu’il est la
substance biologique responsable des effets de cette plante (Li et al., 2018 ; Tuan et al., 2018 ;
Gao et al., 2018).elles sont utilisées pour traiter le cancer, la leucémie, 1’hépatite, ayant des
propriétés comme hépatoprotecteur, diurétique, anti-ulcere, anti-microbienne, anti-oxydante, anti-

inflammatoire, une activité protectrice rénale. (EL Sheikha Aly,2010)
2. Glebionis coronaria var. coronaria(Asteracée )

2.1. Généralités sur la famille des Asteracée

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. C’est la plus
vaste famille des spermatophytes avec prés de 17 tribus, 1000 genres et au moins 25 000 especes
répandues a travers le monde, C'est une des familles les plus importantes des Angiospermes (Crete,
1965), appartenant aux plantes dicotylédones. Elles sont principalement des plantes herbacées ou
vivaces, mais aussi des arbustes ou sous arbrisseaux, parfois des arbres, rarement des plantes
aquatiques ou des plantes grimpantes ou encore des épiphytes( Amokrane, 2019),cette famille est
tres homogéne au niveau de ses inflorescences tres caracteristiques : le capitule (Gaussen et al.,

1982), le fruit est un akéne généralement surmonté d’un pappus provenant du calice.
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2.2. Généralités sur le genre Glebionis (synonyme= Chrysanthemum)

Le genre Chrysanthemum appartient a la famille des composees (Astéracées), sous famille
tubi flore et tribu anthémideae(Quezel et Santa, 1963). Le nom chrysanthéme est une combinaison
des deux mots grecs chrysos «or », et anthemon « fleur », qui veut dire fleur d’or (Quattrocchi,
1999). Ce genre Chrysanthemum comprend environ 300 especes, distribuées dans deux centres
principaux, 1’un dans la région méditerranéenne, 1’autre en Chine et au Japon (Lograda et al.,
2013). A cause de ses propriétés ornementales et cosmopolites ce genre est largement répandu dans
le monde entier. Ses especes sont souvent cultivées dans les jardins pour leurs qualités décoratives
en variétés de couleurs. En Algérie, il compte environ 20 especes dont 8 sont endémiques (Quezel
et Santa, 1963). Les Chrysanthemes sont des plantes annuelles ou vivaces de 20 a 120 cm de haut,
a tiges dressées. Les feuilles sont alternes, & marge dentee en scie ou parfois entiére. Les capitules
sont a fleurs centrales jaunes et agrandis et a fleurs ligulées jaunes, blanches, orangés ou pourprés.
L’involucre de bractée posséde des écailles a marge membraneuses tres larges, a chaines de deux
sortes, les extrémes différentes de celles du centre du capitule. Les fruits sont des akenes de 2-3 mm
munis de 5-10 cdtés (Gaussen et Leroy, 1982).

2.3. La plante médicinale Glebionis coronaria var. coronaria
2.3.1.Description botanique

Glebionis coronaria ou Chrysanthemum coronarium est une plante annuelle, de nom
vernaculaire arabe « Mourara » ou « Rezaima » et nom vernaculaire francais « Chrysantheme des
jardins » (Quezel et Santa, 1963). En effet Le Chrysanthemum coronarium (Chrysantheme a
couronne) a éte transféré dans le genre Glebionis, créé en 1826 par Alexandre de Cassini, devenu
Glebionis coronaria, mais ce nom générique a été récemment revenu en utilisation apres la
conservation de Chrysanthemum(Flann et al., 2010). Elle croit principalement dans les terrains
cultivés, les friches et elle est aussi commune dans le Tell, sa période de floraison est du mois de
février jusqu'a le mois de Juin (Quezel et Santa, 1963).C’est une plante non visqueuse, a ligules
entierement ou seulement partiellement jaunes, avec un akéne du rayon triquétres aux trois arétes
ailées ; ceux du disque ailé sur un cote. Les feuilles sont bipinnati partites, les inférieures pétiolees,
les supérieures auriculées-embarrassantes. La plante est glabre, puissante, a gros capitules avec des
bractées de I'involucre largement scarieuses (Quezel et Santa, 1963). Deux variétés de cette plante
sont distinguées, la premiere se caractérise par des fleurs uniformement jaunes et qui est la variété
coronarium(Sell et Murrell, 2006), et la deuxieme se différe par des fleurs périphériques a ligules

blanchatres a base jaune et qui est la variété discolor(Beniston , 1984).
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Figure 06 : Quelque photos de la plante médicinale Glebionis coronaria ( Msanda,2016).

Tableau 03 : Taxonomie de Glebionis coronaria selon (Randhawa et Mukhopadhyay, 1986)

Regne Plante
Sous-Regne Tracheobionta
Embrachment Spermatophyta
Sous —embranchment Angiospermae
Class Dicotyledonae
Order Asterales
Famille Asteraceae
Genre Glebionis
Espéce Coronaria

2.3.2.Habitat et distribution géographique

Cette espéce est largement distribuée dans la région Méditerranéenne, 1'ouest de 1’ Afrique et
en Asie (Jaime et al., 2004). Les composées connaissent une distribution géographique mondiale a
I’exception de 1’Antarctique. Elles s’acclimatent bien aux régions tropicales et subtropicales semi-
arides, a la toundra alpine et arctique et aux régions tempérées. Elles sont, en revanche, peu
présentes dans la forét tropicale (Macheix et al., 2005). En Algérie elle compte environ 109 genres
et plus de 408 espéces (Quezel et al., 1962).
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2.3.3.Utilisation en médecine traditionnelle

Le Glebionis est connu comme une plante efficace possédant de nombreuses vertus
médicinales, son utilisation dans la médecine populaire était depuis longtemps. Parmi ses diverses
propriétés, le chrysantheme est utilisé pour traiter les infections, les problemes oculaires, pour les
maux de téte et les rhumes, et abaisser la pression artérielle. Une infusion chaude de fleurs de
chrysanthéme peut étre utile pour soulager la fatigue oculaire, une vision floue et les yeux secs. Les
fleurs de thé chrysantheme étaient utilisées pour soulager le corps de I’accumulation de I’excés de
toxines dans le sang (Boutaghane, 2013). Selon Roberts en 2000, I’infusion des feuilles et des
fleurs de Glebionis coronaria possede un pouvoir légerement diurétique, elle est utilisée dans les
cas de cystite et de rétention d’eau. Une macération a base de fleurs et de quelques feuilles a une
action sur la peau grasse ainsi que sur les taches de la peau. En raison de ses propriétés toniques,
cette plante est trés utilisée en Chine. De par sa richesse en sels minéraux, acides aminés et
vitamines A, D et E, il purifie le sang, les reins et pallie les effets du froid, comme cela a été
confirmé par les travaux d’ALLIMUTHU et VENNILA (Chooi,2008)en le décrivant comme
antipyrétique. Ainsi d’aprées CHOOI (Allimuthuet.,2005), la décoction de cette plante est utilisée
pour ses propriétés expectorantes des voies respiratoires et pour ses propriétés stomachiques en

stimulant la digestion.
2.3.4.Travaux antérieurs et usages thérapeutiques

Glebionis coronaria a une grande importance, elle est utilisée dans plusieurs domaines,
surtout dans 1’industrie alimentaire dans les pays asiatiques, comme le Japon et la Chine, comme
antioxydant, antibactérien et additif alimentaire antifongique (Zheng et al., 2004). Et dans le
domaine médical en raison des composés qu’elle contient comme le potassium, beta caroténe. Elle
présente une activité antimicrobienne, antifongique, insecticide, et antioxydante en raison de la

préséance de camphor, des esquiterpénoides , de flavonoides et d’acides quiniques (Evelyn,2020).

3. Ononis angustissima subsp. polyclada (Ononis natrix subsp. Polyclada)

(Fabaceae)

3.1. Généralités sur la famille des Fabaceae

La famille botanique des Fabaceae (de famba, la féve), représente la troisieme famille
d’angiospermes par le nombre, apres les Astéracées et les orchidées(Schneider & Huyghe,

2015).Elle comporte plus de 19400 especes et 730 genres. Cette famille est représentée par des
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plantes herbacées, annuelles ou vivaces, lianes ou plantes volubiles, arbustes et méme arbres,
souvent de nodules racinaires fixateurs de 1’azote atmosphérique grace a une symbiose entre des
bactéries du genre Rhizobium et différentes especes de Légumineuses ou Fabaceae(Besbas,2020),
elle est distribuée a travers le monde dans de nombreux écosystémes écologiques. Leur
métabolisme dépendant de I’azote est considéré comme une adaptation aux variations climatiques et
imprévisibles de 1’habitat (Wojciecho et al., 2004).

Les fruits des Fabaceae présentent une large variabilit¢ quant a la forme du fruit qu’elles
produisent, communément appelé "gousses”, il est charnu, plus ou moins allongé, le fruit
dérive d’un seul carpelle. Les Fabaceae ont souvent une seule loge, uniloculaire (Schneide et
Huyghe, 2015)

3.2. Généralités sur le genre Ononis

Le genre Ononis qui reléve de la famille Fabaceae, est représenté par plus de 75 especes. Ce
genre est largement distribué en Europe, dans les iles de I'Atlantique, en Asie occidentale, en

Afrique du Nord et dans la région méditerranéenne (Saliha,2020).
En Algérie, les espéces principalement rencontrés sont :

0. angustissima, O. cenisia, O. sicula, O. alba, O. crinita, O. rosea, O. viscosa, O. incisa,O. natrix

O. serotina, O. laxiflora, O. variegata (A. Merzag,2019).
3.3. La plante médicinale Ononis angustissima subsp. polyclada
3.3.1.Description botanique

Ononis angustissima est une plante rameuse a nombreuses tiges dressées bien verte. Elle
peut atteindre 30 a 100 cm (Merzag, 2019). C’est une plante a fleurs jaunes, sur des pédoncules
allongés et réunis en grappes laches, folioles étroites presque linéaires peu ou pas dentées, petits
buissons a tiges tres ramifiées a la base, a rameaux persistants apres la floraison et devenant un peu
épineux (Bouheroum,2007).Parmi les légumineuses une place particuliere peut étre accordée a
I’espece Ononis angustissima présente dans les dayas et les régions d’Ouargla, Ghardaia, Biskra et

Bechar D’avril a mai (nord de Sahara algérienne) (Khair et Zitouni,2019).
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Figure 07 : Photo originale d'Ononis angustissima dans la région d'Ain Ben Naoui( Khair et
Zitouni, 2019).

Tableau 04 : Taxonomie d’Ononis angustissima selon (Bouheroum,2007).

Regne Plante
Sous-Regne -
Embrachment Spermaphyte
Sous —embranchment Angiosperme
Classe Dicotylédone
Order Rasale (Fabale)
Famille Léguminoseae (Fabaceae)
Sous famille Papilionacéee
Tribus Trifoleae
Genre Ononis
Espece Angustissima

3.3.2.Habitat et distribution géographique

La famille Fabaceaes accommode d’une trés large gamme d’habitats. Ses especes vont des
herbesnaines de I’arctique et des montagnes aux immenses arbres de la forét tropicale, la famille est
a distribution cosmopolite terrestre (excepté en antarctique) et bien représentee a travers le
monde(Figure08) entre les régions tempérées chaudes et les régions tropicales (Wojciechowski et

al., 2004). Comme I’Afrique du sud ou sur le pour tour méditerranéen. Les régions tropicales
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abritent essentiellement des espéces ligneuses, tandis que les régions tempérées regorgent des
espéces herbacées(Djeghim, 2016). La préférence des Fabaceae aux habitats arides a semi-arides
est liee a la demande du métabolisme de 1’azote, qui est considéré comme une forme d’adaptation

aux variations climatiques(Sprent et McKey, 1995).

— — — —

—

Figure08 : Carte de répartition de la famille des Fabaceae (zone ombrée) a travers le monde
(Heywood, 1996)

3.3.3.Utilisation en médecine traditionnelle

Les recherches bibliographiques réalisées sur le genre Ononis ont montré que de
nombreuses espéces de ce genre produisant un grand nombre de composés chimiques utiles comme
des médicaments, plusieurs plantes d’espece d’Ononis est utilisée en médicine traditionnelle pour le
traitement de cariés dentaire (Sessi et al., 2007). En Jordanie, les plantes de ce genre sont utilisées
pour leur effet hypoglycémiant (Al-Aboudi et Afifi, 2011). Le genre Ononis a été employé pour
traiter les diarrhées et quelque trouble urinaire et rhumatologique, aussi dans le traitement de la
jaunisse, I’inflammation urinaire et les lithiases renales. Les racines de quelques espéces d’Ononis
sont connues pour leur utilisation contre les irritations de la peau, les démangeaisons, les cicatrices
et la dermatite et pour traiter 1’arthrite rhumatoide, les problémes de prostate, les coliques
néphrétiques et les troubles digestifs ainsi que la constipation. Les parties aériennes sont utilisées
contre le cancer et les Iésions cutanées et aussi utilisées pour traiter les infections des voies urinaires
et les maladies de la peau (Besbas,2020).
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3.3.4.Travaux antérieurs et usages therapeutiques

Plusieurs études montrent qu’un certain nombre d’espéces du genre Ononis sont connues
pour leurs activités biologiques : antimicrobienne, antioxydante(Mhamdi et al 2015),
antinflammatoire et effet de cicatrisation(Stintar et al , 2011),cytotoxique (Ghribi, Let al 2016),
analgésique(Mamedov et al 2005), antiprolifératrice, antifongiques(Talib et Mahasneh, 2010), et
antibiofilme(Stojkovi¢et al., 2020). Outre aux propriété sapéritives, anesthésiques, anti
infectieuses,  anti-inflammatoires, hépatoprotecteur, neuroprotectrices, anticancéreux, et
antimicrobienne... etc. (Reggadi,2021).
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1. Matériel végétal

Notre étude a été realisee sur trois plantes médicinales appartenant a la flore algérienne a
savoir Physalis acutifolia (les tiges, les feuilles, et les fruits) de la famille des Solanaceae,
Glebionis coronaria var. coronaria(les tiges, les feuilles et les fleurs)de la famille des Asteracée,
Ononis angustissimasubsp. Polyclada (les tiges, les feuilles et les fleurs) de la famille des

Fabaceae.
1.1. Larécolte des plantes

Les plantes étudiées ont été récoltées au niveau de plusieurs sites de la région de Msila
(Algérie).
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Figure 09 : localisation géographique de la wilaya de M’sila
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» Physalis acutifolia(Solanaceae)

La plante a été récoltée au debut du mois d’Aout 2018 a la région de Msila (Algérie).
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Figure 10 : Les parties aériennes de I’espéce Physalis acutifolia (Solanaceae).
» Glebionis coronaria var. coronaria(Asteracée)

Les parties aériennes d’espece sélectionnée ont été collectées aux alentours de la région
de Msila (Algérie) en Mars 2020.

——

Figure 11 : Les parties aériennes de 1’espece Glebionis coronaria var. coronaria (Asteracée).
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» Ononis angustissimasubsp. polyclada (Fabaceae)

La récolte de la plante Ononis angustissima subsp. polycladaa été réalisée en Juin

2020dans la région de Msila (Algérie).

Figurel? : Les parties aériennes de 1’espéce Ononis angustissima subsp. polyclada (Fabaceae).
1.2. Criteres de sélection des plantes

Pour la sélection de nos plantes, nous avons considéré un certain nombre de critéres
comme ’apport de la littérature, pour le présent travail, nous avons sélectionné trois especes a

savoir :

Physalis acutifolia (Solanaceae), Glebionis coronaria var. coronaria (Asteracée)et
Ononis angustissima subsp. polyclada (Fabaceae). Ce sont des plantes médicinales ayant un fort
potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus, aussi le manque des
études et des connaissances botaniques et phytochimiques qui caractérisent ces plantes
médicinales étudiées (Annexe01).

1.3. Identification botanique

L’identification botanique/ taxonomique du matériel végétal a été confirmée par Pr
Rebbas, département des SNV de I’université de M’sila, par le biais de la flore d'Algérie et des
régions désertiques méridionales (Quezel et Santa 1962).
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1.4. Préparation des échantillons

Le matériel végétal utilisé est constitué de la partie aérienne (tiges, feuilles, fleurs) des
plantes. Les espéces ont été collectées. Aprés le nettoyage, le séchage a température ambiante
(20 — 25°C) et a I’abri de la lumiére solaire pendant quelques jours, afin de préserver au
maximum 1’intégrité des molécules, ces parties aériennes sont broyees grossierement a l'aide
d'un broyeur électrique pour obtenir une poudre, les échantillons ont été récupérés dans des sacs

propres et stockés a 1’abri de la lumicre et d’humidité jusqu'a I’utilisation.
2. Criblage phytochimique

Les plantes ont subissent des tests de criblage phytochimique cités par Shaikh et Patil en

2020, pour but de révéler les différents composants chimiques qu’elles contiennent.
2.1.L’épuisement du matériel végétal avec I’eau

Ont préparé 1’extrait par 1’infusion, une prise d’essai de 10g de poudre de chaque plante a été
introduite dans une bécher contenant 100mL d’eau distillée bouillante. L’ensemble a été
maintenu pendant 30 min jusqu’au refroidissement. Le mélange et filtré, et I’extrait aqueux est

soumis aux différents tests.

Les tests du criblage phytochimique sont mentionnés comme suivant :
Préparation du filtrat (a) : on mélange 50 mg d'extrait sans solvant avec quelques ml de HCI

dilué puis on filtre.

Préparation du filtrat (b) : on fait dissoudre 100 mg d'extrait sans solvant dans 5 mL d'eau

distillée et on filtre.

Préparation du filtrat (d) : on fait bouillir un échantillon en poudre de 3 mg dans 50 ml d'eau

distillée pendant 3 min. puis on filtre.

Préparation du filtrat (f) : on met une quantité de chloroforme et une autre de ’extrait de
plante (la méme quantité que le chloroforme) et on filtre.

Détection des alcaloides le test de Dragendroff

Dans un tube a essai on met quelque mL du filtrat (a) avec 1 ou 2 mL du réactif de

Dragendroff. Le résultat positif est I’apparition d’un précipité brun rougeatre.
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Détection des glucides par le test starch
On met ’extrait aqueux avec SmL de solution de KOH a 5%. Le résultat positif est

I’apparition d’une coloration cinaire.
Détection des sucres réducteurs par le test de Benedict

Dans un tube a essai on met 0.5 mL du filtrat (b) avec 1 mL du réactif Benedict, puis on

bouilli pendant 2 min. Le résultat positif est I’apparition d’une couleur vert ou jaune ou rouge.

Détection des glycosides le test de H2SO4 concentré
Dans un tube a essai, on met 5ml d'extrait de plante avec 2mL d'acide acétique glacial et
une goutte de FeCL3 a 5% et de ’H2SO4 concentré. Le résultat positif est 1’apparition d’une

bague marron.

Détection des glycosides cardiaques par le Test de Keller-Killani

Dans un tube a essai, on met 1 ml de filtrat avec 1,5 ml d'acide acétique glacial et on
ajoute une goutte de chlorure ferrique a 5 % et de ’H2SO4 concentré (sur le c6té du tube a
essai). Le résultat positif est 1’apparition d’une solution de couleur bleue (en couche d'acide

acétique).

Détection des protéines et des acides amines par test de biuret
Dans un tube a essai, on met 2 ml de filtrat avec une goutte de sol de sulfate de cuivre a 2
% et 1mL d'éthanol a 95% et des pastilles de KOH. Le résultat positif est 1’apparition d’un sol de

couleur rose (en couche éthanolique).
Détection des flavonoides par test de réactif alcalin

Dans un tube a essai, on met ImL d’extrait avec 2mL de solution NaOH a 2% (on ajoute
quelques gouttes de I’HCI dilu¢). Le résultat positif est I’apparition d’une couleur jaune intense,

devient incolore par addition d'acide dilué.
Détection des composés phénoliques par test d’eau chaude

On met de I'eau chaude dans un bécher et on ajoute une partie de plante mature est trempée
ensuite on réchauffe pendant une minute. Le résultat positif est ’apparition d’un anneau de

couleur noir ou marron a la jonction du trempage.
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Détection des tanins par le test de Braymer

Dans un tube a essai, on met 1 mL du filtrat (d) et on ajoute 3 mL de I’eau distillée et 3 gouttes
de la solution de chloride ferrique a 10 %. Le résultat positif est I’apparition d’une couleur bleu-

vert.
Détection des saponines par test d’huile d’olive

Dans un tube a essai, on met I’extrait aqueux et on ajoute 5 ml d'eau distillée on secoue
vigoureusement et on rajoute quelques gouttes d'huile d'olive (on secoue vigoureusement). Le

résultat positif est I’apparition de la mousse.
Détection des phytostérols par test de salkowski

Dans un tube a essai, on met le filtrat (f) et on ajoute quelques gouttes de H2SO4 concentré (on
secoue bien et on laisse reposer). Le résultat positif est I’apparition d’une couleur rouge en

couche inférieure.
Détection des tepinoides

Dans un tube a essai, on met 2 ml de chloroforme et on ajoute 5 ml d'extrait de plante (évaporé
sur le bain-marie) puis on ajoute 3mL de H2SO4 concentré (bouilli au bain-marie). Le résultat

positif est ’apparition d’une solution de couleur grise.
Détection des triterpinoides par le test de Salkowski

Dans un tube a essai, on met le filtrat (f) et on ajoute quelques gouttes de H2SO4 concentré (on

secoue bien et on laisse reposer). Le résultat positif est I’apparition d’une couche jaune doré (au
fond).

Détection des acides carboxyliques par test d’effervescence

Dans un tube a essai, on met 1 mL de I’extrait de plante avec 1 mL de la solution de bicarbonate

de sodium. Le résultat positif est I’apparition d'effervescence.
Détection des coumarines par test de NaOH

Dans un tube a essai, on met 0,5 mg d'extrait humidifié, puis on recouvert I'embouchure du tube
par un papier filtre traité au NaOH 1N, puis on chauffe pendant quelques minutes au bain-marie.

Le résultat positif est I’apparition d’une fluorescence jaune du papier sous la lumiere UV.
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Détection des Résines par test de turbidité

Dans un tube a essai, on fait dissoudre 1mL d'extrait de plante dans de I'acétone, et on
verse dans de 1'eau distillée. Le résultat positif est I’apparition d’une turbidité.

Détection des huiles et graisses fixes par test ponctuel

On presse une petite quantité d'extrait de plante entre les papiers filtres. Le résultat positif

est ’apparition d’une tache d'huile sur le papier.
3. Préparation des extraits

Préparation des extraits bruts par macération
3.1.Extraction solide-liquide :

Cette premiére étape d’extraction des substances naturels est de type solide-liquide, c'est-
a-dire qu’un solide(la matrice végétale) est mélangé avec un liquide(le solvant d‘extraction).Les
extraits éthanoliques bruts sont obtenus par trois macération successives, macération a froid (129
pour le Physalis acutifolia, 50g pour Glebionis coronaria ainsi pour Ononis angustissima), le
mateériel végétal (la poudre végétale sechée et broyée) est mis dans un volume d’éthanol (120 ml
pour le Physalis acutifolia, 400 ml pour Glebionis coronaria et pour Ononis angustissima)
pendant 72 heures sous agitation, et a 1’abri de la lumiére avec renouvellement du solvant aprés
24 heures. Les macéras sont reunis puis filtrés sur papier filtre. Les filtrats sont ensuite évaporés

a I’aide d’un rotavapor, a une température de 40°C.
3.2.Extraction liquide-liquide :

Les extraits obtenus sont évapores, on ajoute 100 ml I’eau distillée bouillée a ces extraits,
apres on les filtre, on fait ’extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter par les
solvants de polarité croissante en commengant par I’éther de pétrole, puis le chloroforme, puis
I’acétate de 1’éthyle et en derniere étape, le n-butanol (on ajoute un volume de 100 ml de

chaque solvant). Le résumé du protocole d’extraction est illustré dans la figure 13 et annexe 06.
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Figure 13 : Protocole de fractionnement par extraction liquide-liquide des extraits bruts
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4. Détermination du rendement d’extractions

Le rendement des différents extraits obtenus est défini comme étant le rapport entre la
masse de I’extrait sec obtenue aprés évaporation et la masse initiale du matériel végétal utilisé.

Ce rendement est calculé par 1’équation suivante :

Rendement (R) % = M0 /M1 x 100
MO : Masse en gramme du résidu sec évaporeé ;

M1 : Masse en gramme de la matiére végétale seche initiale

5. Analyses chromatographiques par CCM (Chromatographie sur couches
minces)

Definition :

La chromatographie sur couche mince est une technique physico-chimique et analytique
rapide utilisée pour la séparation et la purification des composés. Elle est applicable soit pour les
composés purs pour les identifier ou pour des mélanges (les extraits et les échantillons
biologiques) pour identifier leur composition. Elle repose principalement sur les phénomeénes
d’adsorption, d’interactions et de polarité entre les molécules en tenant compte de leurs poids et

les solvants utilisés.
Principe :

Dans un support solide remplie d’un solvant (phase mobile) on place un mélange de
composés qu’on souhaite séparer et que 1’on appel phase stationnaire. Par capillarité, la phase
mobile se déplace le long de la phase stationnaire (Diallo, 2005) et va entrainer les composés qui
migreront a une hauteur variant en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase
mobile. L’identification des composés se fait selon la distance parcourus qu’on appelle rapport
frontal RF (RF est le rapport de la distance de migration du composé par rapport a celle du

solvant).

Mode Opératoire :

Pour la mise en évidence des composes phénolique par la chromatographie sur couche

mince, on va suivre le protocole décrit par (Wagner ,1996) et repris par (Bengag ,2009).
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¢+ La cuve de migration est partiellement remplie du mélange de solvant (phase mobile) afin

qu’elle soit saturée en vapeur d’¢luant qui facilite et améliore la migration.

% On prend des plaques en aluminium recouvertes de gel de silice Merck 60F254, on trace
une ligne de dép6t a 1,5 cm du bord, les échantillons y sont de poses separément sur cette

ligne,

¢ La plaque est mise en contact avec la phase mobile dans la cuve jusqu’a migration de la
phase mobile a 0,5 cm du bord supérieur de la plaque.
Différents systémes solvants sont utilisés, la lecture des résultats des CCM se fait a ’aide
d’une lampe UV (a 254 et 356 nm).
Tableau 05: Systemes de solvants (phase mobile) utilisés pour les 3 plantes (Physalis,

Glebionis, Ononis).

Plante Systeme solvant Volume
N-butanol/Acétate d'éthyle/Eau (5/1/1) (viviv)
Acétate d'ethyle/Méthanol/Eau (8/1/1) (vivIv)
Physalis
Chloroforme/Acétate d’éthyle (9/1) (viv)
Acétate d'éthyle/hexane (8/2) (viv)
o Acétate d'ethyle/Méthanol/Eau (8/1/1) (vivIv)
Glebionis
N-butanole/Acétate d'éthyle/Eau (5/111) (vIviv)
Acétate d'ethyle/Méthanol/Eau (8/1/1) (vivIv)
) Chloroforme/Acétate d'éthyle (9/2) (viv)
Ononis
N-butanole/Acétate d'éthyle/Eau (5/111) (vIviv)
Chloroforme/méthanol (8/2) (viv)

6. Analyses colorimétriques par spectrophotométrie

La spectrophotométrie est une methode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une structure chimique donnée en solution, sa concentration
est considérée grande plus son absorbance dans les limites de proportionnalité énoncées par la loi

de Beer- Lambert est ainsi élevée.
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6.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques des différents extraits €tait réalisée par ’utilisation
du réactif Folin-Ciocalteu. Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés
phénoliques par ce reactif. Cette oxydation entraine la formation d'un nouveau complexe
molybdéne —tungstene de couleur bleue qui posséde une absorption maximale a 750 nm.
L’intensité de la coloration produite est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents

dans les extraits analysés (Boizot et Charpentier, 2006).
Mode opératoire :

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteau a été décrit par
Singleton et al en 1999.Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique. Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont
I’absorption maximum a 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
les extraits vegétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

Dans un tube a essaie on a mélangé un volume de 200ul de I'extrait éthanolique a
concentration de 1mg/ml avec 2 ml de réactif Folin-Ciocalteu a (10%), le mélange est
vigoureusement agité et laisse reposer 4 min. 1800 pl d'une solution de carbonate de sodium
(Na,Coz) a 7,5% sont ajoutés au mélange, puis on a agité et incuber pendant 2 heures.

L’absorbance est mesurée =750 nm en utilisant un spectrophotométre UV-visible.

Une courbe standard d’étalonnage est établie en parallele dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant I’acide gallique a différentes concentrations de (0 a 400 pg /ml)
comme un standard. Le contenu phénolique total était exprimée en milligrammes d'équivalents

d'acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG / g EX).

La préparation de tube de blanc pour la calibration de I'appareil de spectrophotometre
avant la mesure d'absorbance des extraits et I'acide gallique se fait en suivant le méme protocole

avec la substitution de 1’extrait éthanolique par un méme volume d’éthanol

Le TPC a été calculé par la formule suivante :C =x * VV / m, avec:

e X :laconcentration d'acide gallique déterminée a partir de la courbe d'étalonnage (mg /
ml).

e V est le volume de solution échantillon)

e m est le poids de I'échantillon dans le test (g).




Chapitre 11 Materiels et méthodes

6.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides était déterminée selon la méthode de trichlorure d’aluminium
décrites par (Biesagaet al.2013) se basant sur les propriétés chélatrices de I’ion aluminium. Le
principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure d’aluminium et

de soude entrainant ainsi la formation d’un complexe détecté¢ a 510 nm.
Mode opératoire :

La concentration des flavonoides qu'existe dans les extraits éthanoliques des plantes était
estimé par la méthode de trichlorure d’Aluminium. Dans un tube a essai, 500ul de DI’extrait
éthanolique a C=1mg/ml sont mélangés avec 300ul d'une solution de nitrite de sodium NaNO2 a
5% (p/v). 5 min plus tard, 300 pl d’une solution de chlorure d'aluminium AICl3 & 10% (p / v)sont
ajoutés, puis on laisse le mélange reposer 5 min et on ajoute apres 2000 pl de solution d'hydroxyde
de sodium NaOH a 1N et 1900 pl d’eau distillée et on mélange a 1’aide du vortex. On incube a

température ambiante et a I’obscurité pendant 15 min puis on mesure I’absorbance a A=510 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
avec la quercitine a des concentrations de 0 a 10 mg/l comme standard. Les teneurs en flavonoides

sont exprimées en milligramme équivalent quercitine par gramme d’extrait (mg EC/g EX).

La préparation de tube de blanc pour la calibration de I'appareil de spectrophotométre
avant la mesure d'absorbance des extraits et I'acide gallique se fait en suivant le méme protocole

avec la substitution de 1’extrait éthanolique par un méme volume d’éthanol.

La teneur en flavonoides a été calculé par la formule suivante :C = x * VV / m, avec:

e X :laconcentration de la quercétine déterminée a partir de la courbe d'étalonnage (mg /
ml).

e Vest le volume de solution échantillon

e mest le poids de I'échantillon dans le test (g).
7. Activité antioxydante (Test DPPH) (2,2-diphenyle-1-1picrylhydrazyle)

De nombreuses méthodes sont utilisées pour évaluer in vitro I'activité antioxydante. Pour

notre étude, nous avons utilisé le piégeage du radical 2,2diphényl1-1-picryl-hydrazyl (DPPH).
Principe :

L’activité antioxydante est déterminée par spectrométrie UV- Visible en mesurant la

diminution de 1’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH- a 517 nm. En présence des

N
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piégeurs de radicaux libres, le radical stable DPPHe+ (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) de couleur
violette est réduit sous forme non radicalaire DPPH-H (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine) de
couleur jaune par les antioxydants donneurs d’hydrogénes présents dans 1’extrait végétal ou par
une autre espéce radicalaire (Maataoui et al., 2006)

Mode opératoire:

L’activité antiradicalaire des différents extraits a été déterminée selon la méthode de
(Bursal et Gulcin 2011). Pratiquement, une solution de DPPH est fraichement préparée dans le
méthanol. Un volume de 25uLl des solutions des extraits et de 1’antioxydant de référence a
différentes concentrations, est ajouté a 975uL de DPPH. Le mélange est laissé a 1’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contréle contenant uniqguement la solution de
DPPH est méthanol mesurée a 517 nm contre un blanc de méthanol. Le contrble négatif contient
tous les réactifs a 1’exception de l’extrait a tester qui est remplacé par un volume égal de
méthanol. Le contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, trolox
dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration. Le pourcentage de ’activité antiradicalaire, exprimé en pourcentages d’inhibition

est estimé selon 1’équation suivante :
% | = [(Abs Contréle — Abs Extrait)/ Abs Contréle] x 100%
e 9% PI : Pourcentage d’inhibition.
e Abs Contr6le : Absorbance du contrdle négatif.

e Abs Extrait : Absorbance de I’extrait.

Les valeurs de I’IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression lin€aire.

8. Evaluation des activités antibactérienne
L’activité antibactérienne des trois plantes était testée par la méthode de diffusion par
puits sur différentes bactéries de Gram + et de Gram —. Les souches bactériennes sélectionnées

sont au nombre de trois et sont: Pseudomonas, Escherichia coli et Staphylococcus.




Chapitre 11 Materiels et méthodes

Tableau 06:Description et pouvoir pathogéne des souches testees.

Bactéries Espéces Références Habitat Prefere\ntlel Pouvoir
pathogéene

Sol, eau, plantes

GRAM- PSEUd.O monas ATCC27853 | Matieres fécales Brilures Plaies
aeruginosa e 2 o
Reéfrigerateurs Septicémies

Appareils anitaires

Voies respiratoires | Infections pulmonaires,

Matiéres fécales . L.
Infections urinaires

GRAM- Escherichia coli. ATCC25922 Allmen_ts, Plaies Septicémies
contaminés . L
, Infections respiratoires
Eaux usées
Peau, cheveux
Staphvlococcus Nasopharynx Infections cutanées,
GRAM+ Py ATCC25923 | Périnée Poussieres, | plaies, bralures, abcés
aureus. . .
Aliments Ostéite...
contaminés

Ce test a été décrit par Cooper et Woodman (1946), reprise par Shroder et Messing
(1949), et qui consiste a découper des trous circulaires (puits) dans la gélose et y verser I'extrait
de concentration connue. L'extrait diffus radialement en donnant une zone d'inhibition circulaire

a la surface de la gélose ensemencée avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).
Mode opératoire :

Tout d’abord le matériel stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Les souches
bactériennes sont ensemencees préalablement en gélose nutritive et incubés a 37°C pendant 24
heures pour optimiser leur croissance et obtenir des colonies isolées. Ensuite, des colonies bien
séparées des souches bactériennes étudiées sont prélevées a l'aide d'une pipette pasteur et
homogénéisées dans d'eau physiologique. La gélose nutritive est coulée et répartie dans des
boites de pétri stériles. Ces derniéres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante
avant I’utilisation. Puis, un ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries serrées de
telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries sur les boites. Les puits circulaires
sont ensuite coupés dans la gélose bien formée dans boite de pétri. Ensuite 25ul d’extrait a tester
sont imbibés dans ces puits. Des puits imprégnés d’éthanol vont servir comme témoin. Les

boites ont été incubees pendant 24 h a 37°C.

L'activité antibactérienne se manifeste par l'apparition d'un halo d'inhibition de la
croissance bactérienne autour des puits contenant les substances inhibitrices testées (Boumaza,
2011). La lecture se fait en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits a

I’aide d’une régle (mm), qui détermine la sensibilité de la souche a I’extrait (Benkiki, 2006).
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Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm.
Sensible (+): diameétre compris entre 9a 14 mm .
Tres sensible(++) :diamétre compris entre 15 a 19 mm..

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
9. Analyse des données

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne de trois répétitions + SD.

Les données experimentales des dosages des taux en polyphénols totaux, en flavonoides,
et ’évaluation de l'activité antioxydant sont des analyses effectuées en triplicata. Les résultats

sont exprimeés en moyenne * écart type.

Le coefficient de corrélation des propriétés antioxydantes a été déterminé en utilisant
I’Excel 2007. Les courbes et les histogrammes ont été réalisés a 1’aide de programme Microsoft

Excel 2007.
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1. Screening phytochimique

Résultats et discussion

Les résultats des tests préliminaires du screening phytochimique des différents

extraits de plantes étudiées sont mentionnés dans le tableau07 suivant et I’annexe05 :

Tableau 07 : Résultats du screening phytochimique des plantes étudiées

o Physalis Glebionis Ononis
Détection Tests o _ o
acutifolia coronaria angustissima
Alcaloide Dragendorf +++ - ++
Glucides Starch + + +
Sucres )
) Benedict +++ + ++
réducteurs
Glycosides H,SO, concentré ++ +++ +
Glycosides o
) Keller -killani +++ ++ ++
cardiaques
Protéines et des )
Biuret +++ ++ +
AA
Flavonoides Alcalin +++ +++ +++
Composes
o Eau chaud + +++ ++
phénolique
Tannins
Braymer ++ +++ -
Saponines Huile d’olive +++ +++ +++
Phytostéroles Salkwski + ++ ++
Terpinoide + ++ _
Triterpinoide Salkowski - - +
Acide
) Effervescence +++ + -
carboxylique
Coumarines NaOH ++ + +++
Resines Turbidité + + +
Huiles et
. ) Tache ponctuel - F++ +t
graisses fixes

1-Réaction tres positive (+++), 2-Réaction positive (++), 3-Réaction

(+), 4-Réaction négative (-).

moyennement positive
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La présence des composes phénoliques était détectée chez les trois plantes avec un
résultat significatif pour la plante Glebionis coronaria, cela peut étre expliqué par les conditions
climatiques a savoir la température élevee, la secheresse, forte exposition solaire et la salinité des
habitats de ces plantes, qui agissent sur le métabolisme et sur la synthése des molécules
bioactives tels que les composés phénoliques. De plus plusieurs facteurs intrinseques
(géneétiques) et extrinséques (environnement) influencent sur la quantité et la qualité du contenu
phénolique d’une plante (Fratianni et al., 2007 ; Pokorny et al., 2001). De plus, les flavonoides
ont été détectes aussi chez les trois plantes. En effet, ce sont le groupe le plus répandu dans les
composés phenolique (Pokornyet al., 2001) et donc, leur présence confirme la présence des
composés phénoliques. Les deux tests, de Braymer et de NaOH a 10 % confirment la présence
des tanins chez Physalis acutifolia et Glebionis coronaria, cela veut dire selon (Paris et Moyes,
1965) que ces deux plantes possedent des propriétés astringentes et antidiarrhéiques et un effet

anti-inflammatoires au cas de brilures.

La présence des Alcaloides était observée chez les deux plantes Phsalys acutifolia et
Ononis angustissima, donc ces deux plantes sont dotées de propriétés thérapeutiques, notamment
antimicrobiennes qu’a des doses trés élevées, conférés par ces alcaloides qui possédent des

propriétés antiparasitaires, antispasmodiques et antidiarrhéiques (Paris et Moyes, 1965).

De plus de son utilisation dans le domaine thérapeutique, la présence chez une plante de
substances naturelles telles que les tanins, coumarines et flavonoides qui sont dotées de couleurs
diversifiées (rouge, violette, jaune, orange, brune, bleue...) permettrait son utilisation dans le
domaine des cellules solaires a pigments photosensibles en raison du pouvoir de ces substances a
collecter les radiations solaires, ainsi que les pigments végétaux peuvent se lier facilement et de
maniere covalente avec les nanoparticules du semi-conducteur (Olounladé et al., 2011;
Calogero et al., 2012; Narayan, 2012).0On note aussi la présence des saponines chez les trois
plantes, alors que ces composes sont des tensioactifs possédant des propriétés hémolytiques qui
les permettent de se lier avec les stérols de la membrane érythrocytaire et augmenter sa
perméabilit¢é qui conduise a I’éclatement de cette dernieére, ce qui entraine la fuite de
I’hémoglobine (Békro et al., 2007).

2. Rendement d’extractions

Les plantes étudiées dans ce travail ont ét¢ macérées trois fois dans 1’éthanol pendant 24h par
fois. Ce qui a permet I’obtention des extraits bruts éthanolique. Apreés, ces extraits ont subissent
une extraction liquide-liquide par quatre solvants de polarités différentes a savoir I’éther de

pétrole, le chloroforme, L’acétate d'éthyle et le n-butanol (annexe 04).
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Les rendements de ces extractions sont mentionnés dans le tableau08 et la figurel4 ci-
dessous. Le rendement est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de

la plante fraiche.

Tableau 08 : rendement des extractions.

) Extrait ) Extrait )
Extrait Extrait ] Extrait n-
Plantes Ether de Acétate
brute ) Chloroforme butanol
pétrole d’éthyle
P. acutifolia 14.1% 6.6% 4.16% 8.83% 6.66%
G.coronaria 8.2% 2.4% 5.6% 5.2% 4%
O.angustissima 7.6% 2% 4% 1% 2%

Rendement d’extraction (R%)

%16,00
%14,00
%12,00
%10,00
%8,00
%6,00
%4,00
%2,00 . I I
%0,00
Extrait brute Extrait Ether de  Extrait Chloroforme Extrait Acétate Extrait n-butanol
pétrole d’éthyle
B Physalis acutifolius B .Glebionis coronaria var.coronaria .Ononis angustissima subsp. Polyclada

Figure 14 : histogramme présente les rendements en (%) des extractions pour les trois plantes.

Les rendements d’extraction différent selon la méthode d’extraction, le solvant utilisé, et
I’espece. Physalis acutifolia avere le meilleur rendement d’extraction avec 1’extrait brut (14.1%),
I’éther de pétrole (6.6%), 1’acétate d’éthyle (8.83%) et 1’extrait de n-butanol (6.66%). D’un coté,
Glebionis a le meilleur rendement avec ’extrait de chloroforme (5.6%). Tandis que le plus faible
rendement était toujours avec Ononis angustissima, allant del a 7,6%. En moyenne, le
chloroforme était le solvant qui le donné un rendement le plus élevé pendant 1’extraction liquide-
liquide avec une valeur moyenne de rendement des trois plantes qui dépasse 4%, ce qui est en
accord avec les résultats obtenus par (Harti, 2019).
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3. Analyses chromatographiques par CCM

L’extrait le plus chargé en taches est toujours I’extrait brut éthanolique, les autres extraits
ont soit le méme nombre de taches ou moins parce qu’ils proviennent tous de ce premier par
I’extraction liquide-liquide. Les taches avec une petite Rf concernent les composants les plus
grands, et ceux avec un grand Rf concernent les composants les plus petits, selon la capacité de

migrer pour chaque un des composeés (Tableaux 9-11) et ( AnnexeQ7).

Le systtme Chloroforme/Acétate d’éthyle (9/1) était le meilleur systéme de séparation
pour les échantillons de la plantes Physalis, avec 1’apparition de 7 taches pour les deux extraits
brut et chloroforme et 5 taches pour celui d’acétate d’éthyle, par contre le systéme acétate
d'éthyle/Méthanol/Eau (8/1/1) n’avait pas une grande séparation des molécules avec seulement 3
taches pour les deux extraits brut et acétate d’éthyle et deux taches pour I’extrait de chloroforme
et une seule tache pour I’extrait de n-butanol. L’extrait de 1’éther de pétrole n’a montré aucune

tache avec les

Différents systémes, qui peut s’explique par la non solubilité des molécules de cette plante

dans ce solvant.

Les deux systemes Acétate d'éthyle/Méthanol/Eau (8/1/1) et N-butanole/Acétate
d'éthyle/Eau (5/1/1) ont donné une meilleure séparation pour les échantillons de la plante
Glebionis, pour I’extrait brut par 9 spots et celui de 1'acétate par 5 spots respectivement. D’un
autre coOté, ces deux systemes n’ont pas donné beaucoup de spots surtout pour I’extrait d’acétate
d’éthyle (2 spots pour les deux systémes) et I’extrait de n-butanol pour le premier systéme (2
spots).

Les deux systémes Chloroforme/Acétate d’éthyle (9/1) et Acétate d'éthyle/Méthanol/Eau
(8/1/1) ont été les meilleurs systémes de séparation pour les échantillons de la plantes Ononis
surtout pour I’extrait brut avec 9 spots pour les deux systemes. La couleur verte apparait avec
tous les extraits qui ont une RF égale a 0,5, qui signifier I'existence de Flavonols, Flavonones et
Aurones. L’apparition de la couleur verte, bleu blanc fluorescent avec des extraits qui ont une RF
égale a 0,92 signifié I'existence de Flavonols, Flavones, Isoflavones et Flavanones(Ozenda,
1958). Ononis est considérer comme un vaste genre d'herbes et d'arbustes vivaces de la famille
des Fabacées connu pour étre tres riche en dérivés phénoliques (Barrero et al., 1993 ; Abdel-
Kader, 2001;Mhamdi et al., 2015).
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Tableau 09 : Résultats de séparation des extraits de Physalis par CCM.

Extrait Extrait brut Ether de Chloroforme A'(fetate N-butanol
pétrole d'éthyle
Révelateur uv
Systéme N-butanol/Acétate d'éthyle/Eau (5/1/1)
N° de taches 4 / 4 3 3
Bleu blanc
Rose (0.42) Bleu blanc
Couleur gzﬁgﬁgnﬁz()o 21) / Rose (0.51) 3:23 8%?; fluorescent (0.2)
(Rf) : Orange (0.58) , Bleu (0.32)
Orange (0.54) Rouge (0.71) Rouge (0.8) Bleu (0.62)
Rouge (0.75) ' '
Systéme Acétate d'ethyle/Méthanol/Eau (8/1/1)
N° de taches 3 / 2 3 1
couleur | BlEU(0.28) Bleu (0.32) (Bo";‘jl)”“”
Bleu nuit (0.61) / Orange (0.85) ‘ Bleu nuit (0.62)
(Rf) Bleu (0.81)
Rouge (0.85) Rose (0.85)
Systéme Chloroforme/Acétate d’éthyle (9/1)
N° de taches 7 / 7 5 /
Rose (0.05) Bleu blanc
Rose (0.06) Mauve (0.11) ‘E:)”i;‘;scem
Rose (0.22) Rose (0.17) Rése (0.2)
Couleur Rose (0.31) Vert (0.21) Bleu nuit (0.3)
(Rf) Vert (0.37) / Bleu (0.26) Rose (0.82) /
Rouge (0.51) Rose (0.4) Bleu blénc
Rouge (0.82) Bleu blanc fluorescent
Rouge (0.91) fluorescent (0.93)
(0.93) :
Systéme Acétate d'éthyle/hexane (8/2)
N° de taches 4 / 4 3 /
Rouge (0.26) Bleu blanc
Couleur Rouge (0.58) Rose (0.28) fluorescent
(Rf) Mauve (0.75) / Mauve (0.45) (0.61) /
Rouge (0.9) Rose (0.9) Bleu nuit (0.8)
Rose (0.9)
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Tableau 10 : Résultat de séparation des différents extraits de Glebionis par CCM

Extrait Extrait brut ether de Chloroforme acetated'ét n-butanol
pétrole hyle
Révelateur uv
Systéme Acétated'ethyle/Méthanol/Eau (8/1/1)
N° de taches 8 4 4 2 2
Bleu (0.3)
Vert (0.4)
g?eslf (((()) gg)) Mauve (0.72) | Mauve (0.66) Bleu blanc
Couleur ' Rouge (0.77) | Vert (0.71) Vert (0.77)
Mauve (0.72) fluorescent(0.26)
(Rf) Rouge (0.77) Rose (0.81) Bleu (0.75) Bleu(0.87) Bleu (0.77)
Rose (0.81) Rouge (0.87) | Rouge (0.87)
Rouge (0.87)
Systéme N-butanole/Acétate d'éthyle/Eau (5/1/1)
N° de taches 5 3 4 2 3
Bleu nuit (0.6)
Bleu blanc .
fluorescent (0.17) (Féo;%fonce g?;j é?agi') Bleu (0.71) | Bleu blanc
Couleur Mauve (0.51) ' . Bleu blanc | fluorescent (0.32)
) Bleu nuit fluorescent )
(Rf) Rose foncé (0.68) (0.75) (0.71) fluorescent( | Bleu nuit(0.52)
Bleu nuit (0.77) ' ' 0.78) Bleu nuit (0.75)
Rouge (0.85) | Rouge
Rouge (0.85) (0.85)
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Tableau 11 : Résultat de séparation des extraits d’Ononis par CCM.

Extrait Extrait brut Ether de Chloroforme Acétate d'éthyle N-butanol
pétrole
Révelateur uv
Systéme Acétate d'ethyle/Méthanol/Eau (8/1/1)
N° de taches 9 / 7 7 1
Couleur Vert (0.5) / Rose (0.75) Bleu (0.47) Bleu (0.66)
(Rf) Bleu (0.64) Bleu (0.78) Vert (0.55)
Rose (0.75) Rose (0.82) Bleu blanc
Bleu (0.78) Bleu (0.85) fluorescent (0.61)
Rose (0.82) Bleu blanc Bleu foncé (0.66)
Bleu (0.85) fluorescent (0.88) | Bleu blanc
Bleu blanc Vert foncé (0.92) | fluorescent (0.88)
fluorescent (0.88) Rouge (0.96) Vert (0.93)
Vert foncé (0.92) Bleu blanc
Rouge (0.96) fluorescent (0.97)
Systéme Chloroforme/Acétate d’éthyle (9/1)
N° de taches 9 7 8 3 /
Couleur Bleu (0,06) Vert Bleu (0,06) Bleu blanc /
(Rf) Bleu blanc (0,15) Bleu blanc fluorescent (0,08)
fluorescent (0,11) Mauve fluorescent (0,11) | Vert (0,15)
Vert (0,15) (0,23) Vert (0,15) Bleu (0,91)
Rose (0,18) Orange Bleu blanc
Bleu blanc (0,28) fluorescent (0,25)
fluorescent (0,25) Rouge Bleu (0,33)
Bleu (0,33) (0,35) Mauve foncé
Mauve foncé (0,61) | Rouge (0,61)
Rose (0,76) (0,76) Rose (0,76)
rouge (0,93) Bleu (0,8) | Rouge (0,93)
Bleu
blanc
fluorescen
t
(0,85)
Systéme N-butanole/Acétate d'éthyle/Eau (5/1/1)
N° de taches 5 3 4 5 3
Couleur Bleu (0.14) Vert Bleu (0.24) Bleu (0.14) Bleu blanc
(Rf) Rose (0.57) fonce Rose (0.55) Bleu (0.27) fluorescent
Bleu (0.67) (0.5) Bleu blanc Bleu blanc (0.14)
Bleu blanc Rouge fluorescent (0.64) | fluorescent (0.34) Bleu (0.64)
fluorescent (0.71) (0.58) Rouge (0.81) Vert (0.52) Bleu clair
Rouge (0.78) Rose Bleu blanc (0.71)
(0.72) fluorescent(0.8)
Systéme Chloroforme/méthanol (8/2)
N° de taches 6 3 6 1 /
Couleur Bleu blanc Vert Bleu blanc Bleu (0.85) /
(Rf) fluorescent (0.02) fonce fluorescent (0.02)
Bleu (0.07) 0.1) Bleu (0.07)
Vert fonce (0.11) Rouge Vert foncé (0.11)
Rose (0.15) (0.14) Rose (0.15)
Rouge (0.3) Rouge Rose (0.2)
Rouge (0.38) (0.34) Rouge (0.45)
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4.Analyses colorimétriques par spectrophotométrie
4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu phénolique total des extraits des trois plantes est exprimé en milligrammes
d'équivalents d'acide gallique (GAE) par gramme d'extrait (Tableaul2). La courbe d'étalonnage

de I'acide gallique a donné une équation de type y= ax+b (figure 15).

Tableaul?2 : Teneurs en phénols totaux, flavonoides des trois plantes étudiées

Phénols totaux Flavonoides
Plantes
MgEAG/g MgQu E/g
) - 37,458+0,589
Physalis acutifolia 50,166+0,623
Glebionis coronaria 51,941+0,635 18,041+0,155
var.coronaria
Ononis angustissima subsp.
165,176+1,681 25,791+0,589
Polyclada
0.90
0.80 y = 0.0034x + 0.1044
0.70 R?Z = 0.9972
0.60
& 0.50
S 0.40
g :
o 0.30
a |
@ 0.20
0.10 |
0.00 + - \
0 50 100 150 200 250

concentration de l'acide gallique en pg/ml
Figurel5 : Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique.

La teneur en polyphénols pour les trois plantes est variable, la teneur la plus élevée est
constatée pour Ononis angustissimas ubsp. Polyclada qui atteint165,176 mg EAG/g et qui est en
accord avec les résultats obtenus par (Guettaf et al.,2016) suivi par Glebionis coronaria

var.coronaria et enfin Physalis acutifolia.
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4.2. Dosage des flavonoides

La quercétine a été utilisée comme témoin positif pour générer une courbe d'étalonnage a
partir de laquelle la teneur en flavonoides des extraits de nos trois plantes a été calculee
(Tableaul?2), cette derniere est exprimée en mg équivalents de quercétine (EQ) par gramme

d'extrait déterminées par 1’équation de type y= ax+b (figure 16).

y = 0,0008x + 0,0017 absorbance a 510 nm
0.06 R? = 0,9868

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

70

Figurel6 : La courbe d’étalonnage de la quercétine.

La présence des polyphénols est confirmée par celle des flavonoides, En effet, ce sont le
groupe le plus répandu dans les composés phénolique (Pokornyet al., 2001). La teneur en
flavonoides est variable chez les trois plantes, la teneur la plus élevée est attachée a la plante
Physalis acutifolia, est égale a 37,458 mgQu E/g, puis celle de Ononis angustissima subsp.
Polyclada(25,791mgQu E/g)et enfin celle de Glebionis coronaria var.coronaria(18,041 mgQu

E/g). Les résultats sont résumés dans la figurel7.

200 +
150 -
100 -
| - -
O i
Physalis Glebionis Ononis
acutifolia coronaria angustissima
var.coronaria subsp. Polyclada

Figurel7 : Représentation graphique des teneurs de polyphénols totaux et flavonoides pour les

trois plantes étudiées.
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5. Activité antioxydante (Test DPPH) (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle)

L’activité antioxydante a été évaluée par le test de DPPH, qui est I’un des tests les plus
utilisés en raison de sa rapidité, sensibilite, commodité et de sa reproductibilité. L’activité
antioxydante a été évaluee par spectrophotométrie a 517 nm, elle est exprimée en concentration
d’inhibition IC50, sachant que la IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour Les profils
de D’activité antiradicalaire obtenus révélent que les trois extraits étudiés possédent une valeur
faible de CI50 indique une forte capacité¢ de 1’extrait, tandis qu’une valeur élevée indique une
faible activité de I’extrait. Les reésultats obtenus nous a permettent de tracer des graphes
illustrent la variation de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration (figurel8 et

19).
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Figurel8 : le % d’inhibition du DPPH par le Trolox en fonction de la concentration.
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Figure 19: Histogrammes exprimés IC50, illustrant I’activité antioxydante de Trolox des trois

extraits éthanolique.
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Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement et
d’une fagon précise (Cristina et al., 2009). Dans ce travail, I’activité antioxydante des extraits
des trois plantes était estimée par I’utilisation de la méthode spectrophotométrique a savoir
I’activité anti-radicalaire pour le radical DPPH qui est souvent utilisé pour sa rapidité, de méme
qu’elle est employée pour le criblage des molécules douées d'activités antioxydantes (Yi et

al.,2008).

Les résultats obtenus montrent qu’IC50 du témoin (trolox) qui egale a 0,52327557 mg/ml
est meilleure par rapport aux extraits des trois plantes. La plante Glebionis coronaria posséde
’activité la plus importante par rapport aux autres extraits de plantes avec une valeur de IC50
égale a0,84902413 mg/ml, ce résultat est en accord avec celui obtenu par(Evelyn, 2020).
L’extrait de la plante Ononis angustissima était le moins actif avec une valeur de IC50 = égale a
1,75373678 mg/ml, ce qui confirme les résultats obtenus par ( Guettaf et al .,2016), quia
montré que O.angustissima avait une faible capacité antioxydonte. Ce résultat peut étre attribué
au taux faibles de flavonoides (15%) par rapport aux phénols totaux. Selon la littérature cette
activité est due a la production d’une large gamme de molécules telles que les flavonoides, les

polyphénols et d’autres molécules (Avilalaet al.,2013).

6. Activités antimicrobiennes

L’étude de ’activité antibactérienne des extraits des trois plantes est testée par la méthode de
diffusion des puits sur un milieu gélosé face a trois souches bactériennes a savoir Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Les résultats montrent une grande
sensibilité de la souche Staphylococcus aureusface aux trois extraits des trois pantes avec une
zone d’inhibition qui dépasse 19 mm pour Physalis acutifolia et Ononis angustissima, et 15 mm
pour Glebionis coronaria. De méme pour la souche Pseudomonas aeruginosa qui présente une
forte sensibilité face aux Physalis acutifolia et Glebionis coronaria par une zone d’inhibition qui
dépasse 16 mm pour les deux plantes. Escherichia coli était moyennement sensible face aux trois
extraits des trois plantes avec une zone d’inhibition auteur de 10 mm. La différence de la taille
du halo observé entre les isolats peut refléter une production de molécules bioactives différentes
ou une production des mémes molécules avec des concentrations différentes. De ce fait, de plus
amples études sont nécessaires pour confirmer 1’une ou 1’autre. Ces resultats obtenus confirment

les résultats obtenus par (Jyothibasu et Venkata 2015), (Evelyn,2020) et (Bouheroum, 2007).
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Tableau 06 : Résultat de I’antibactérienne des extraits.

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm)

Ononis
Souches GRAM Physalis | Glebioniscorona o
o ) ) angustissimasubsp.
acutifolia. | riavar.coronaria.
Polyclada.
Pseudomonas
) + 16.3+0.94 16.6 £ 2.49 106 £1.24
aeruginosa TCC27853
Escherichia coli
- 11+0.8 9.6 £ 0.47 106 £1.24
ATCC25922
Staphylococcus aureus
- 19+4.08 15+2.44 19.6 £3.29
ATCC25923
Témoin (éthanol) 0 mm 0 mm 0 mm

Figure20 : Résultats de I’activité antibactérienne des trois extraits bruts.




Concluson gneral

RIS




Conclusion générale

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales produisent une large gamme de substances chimiques naturelles
bioactives, connus pour leurs propriétés thérapeutiques.et restent la source prédominante de
médicaments pour la majorité de la population mondiale, en particulier dans les pays en voie de

développement ou environ 40 % des médicaments sont dérivés de la nature.

L'objectif de ce travail consistait & la caractérisation phytochimique et I’évaluation des
activités biologiques pour trois plantes médicinales de la flore algérienne a savoir Physalis

acutifolia, Glebionis coronaria var. coronaria,Ononis angustissima subsp. Polyclada..

D’abord, un screening phytochimique, en tant qu’analyse qualitative, a mis en
évidence la richesse de ces especes en métabolites secondaires tels que les composés phénolique,
les flavonoides, les saponines, les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les terpénoides, les

coumarines, etc

Nous avons déterminé quantitativement, la teneur en phénols totaux en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteu , dans les extraits bruts éthanoliques obtenus par simple macération.
Le dosage des flavonoides était effectué par la méthode d’AICI3, La teneur en phénols totaux, et
en flavonoides est variable entre les trois plantes étudiées. La teneur la plus élevée des
polyphénols est constatée pour Ononis angustissima subsp. Polycladaavec une valeur
del65,176mg EAG/g, et celle de flavonoides est pour la plante Physalis acutifolia avec une
valeur de 37,458 mgQu E/qg.

L’évaluation du potentiel antioxydant, par la technique de piégeage du radical DPPH, a
révélé que l’activité antioxydante des extraits est plus importante pour Glebionis coronaria

var.coronaria, suivie par Physalis acutifolia, et enfin Ononis angustissima subsp. Polyclada.

Au cours de cette étude nous avons également réalisé un test antibactérien vis-a-vis
quelques germes pathogénes (Pseudomonas, Escherichia coli et Staphylococcus aureus), les
résultats ont montré que les trois extraits manifestent une activité antibactérienne avec les

différentes souches bactérienne testé dans les trois extrais bruts des plantes étudiées.




Conclusion générale

On conclut que ce travail constitue une modeste mais efficace contribution a la valorisation
de la flore de notre pays qui posseéde une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
comme un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particulieres Ainsi que des activités biologiques; antioxydants

et antibactériennes qui demandent d’étre exploitées, de ce fait, et comme perspectives on propose:

= Des travaux complémentaires sont alors nécessaires pour isoler et identifier les substances
bioactives responsables des activités testées.

= Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents
problémes de la santé et d’étre un alternatif des medicaments synthétiques.

= Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués des activités.
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Annexe 01: Catalogue des plantes selectionnées

Les parties utilisées :FL = fleur ; T = tige ; F = feuille ; FR = fruit ; PA = partie aérienne

Famille Nom Nom local Organes Utilisation
botanique utilisés traditionnelle
Solanaceae Physalis PA: Traitement des
acutifolia. T+FR+F+FL | abces, la toux,

fievres.....

Famille Nom botanique Nom local Organes Utilisation
utilisés traditionnelle
Asteraceae | Glebionis coronaria Mourara PA: Traitement
var.coronaria. Rezaima T+FL+F des cystite et
des rétentions
d’eau..
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Famille Nom Nom local Organe Utilisation
botanique utilisés traditionnelle
Fabaceae Ononis PA: Traitement des
angustissima T+FL+FR+F | infections des
subsp. Vvoies urinaire

Polyclada.
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Annexe 02: les besoins de mémoire

Tableau : Liste d’Appareils ,Verreries et des produits

Le matériel nécessaire

Les produits nécessaire

Bain-marie Carbonate de bismuth | tartrate de potassium et de sodium
Agitateur avec lodure de sodium NaOH
chauffage

Lampe UV Acide acétique HCI

Papier filtre Acide acétique glacial | H2SO4
Eprouvette graduéede | Acetate d'éthyle Méthanol

20 ml

Bécher de Citrate de sodium KOH
20,50,100,1000 ml

Tube a essai. lodure de potassium Ethanol
Balance Carbonate de sodium Chloroforme

Pipette Pasteur

Sulfate de cuivre

acétate d'ammonium

Pipette graduée de 10

lode

I’alcool isoamylique

Eau distillée acétate de cuivre Ammoniaque

Pipette graduée de Benzene Sulfate de cuivre

20ml

Bécher de 50ml Ether NaCl

Bécher de 100ml FeCL3 hydroxyde d'ammonium
Bécher de 1000 ml NaOH hydroxyde de sodium

Ratavapor

acide nitrique

pastilles de KOH

Vortex

Tartrate de sodium
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Annexe 03: Composition des réactifs utilisés pour I’étude phytochimique

2
L X4

o0

Réactif de Dragendorff :Réactif de Dragendorff en milieu acétique dont la composition est :
Solution mére : mélanger 10 ml de solution A, 10 ml de solution B, 20 ml d’acide acétique
glacial et 100 ml d’eau distillée.

Solution A : dissoudre 2 g de nitrate de bismuth dans 25 ml d’acide acétique glacial et
ajouter 100 ml d’eau distillée.

Solution B : dissoudre 40 g d’iodure de potassium dans100 ml d’eau distillée.(Smith, 2004)

Réactif de Benedict :

Préparation de la solution A : dans un bécher, on mélange dans 800 ml d'eau distillée, 173 g
de citrate de sodium avec 100 g de carbonate de sodium. On fait dissoudre le mélange puis

on le fait bouillir pour rendre la solution claire.

Préparation de la solution B : on fait dissoudre dans un bécher, 17,3g de sulfate de cuivre
dans 100 mL d'eau distillée.

Solution de travail : on mélange dans un bécher la solution A et la solution B(Shaikh et

Patil, 2020).

Annexe 04 : Solutions chimiques

Solutions chimiques Compositions Quantites
Sulfate de cuivre CuSo, 2.5¢
H,O 100mL
Acide chlorhydrique 4% | HCI 4mL
H,O 96mL
Hydroxyde de sodium NaOH 49
H,O 100mL
Chlorure de ferrique FeCl, 419
H,O 100mL
Ammoniaque 10% NH,OH 10mL
H,O 100mL
Hydroxyde de potassiume | KOH 5¢
5% H,O 25mL
lode Kl 1.669
H,O 50mL




Annexes

Annexe 05: résultats des tests phytochimiques préliminaires.

Physalis acutifolia.

Fehling [Benedict

Alcaloides

Glucides

Sucres
réducteurs

NaOH
10%

Braymer

|

Glycosides

Glycosides
cardiaques

|

s

Proteins et
des AA

2}

Flavonoides

Composes
phénolique

Tannins

Saponines

Phytostéroles

Terpinoide

Acide
carboxylique

Coumarines

Resines

Glebionis coronaria var.coronaria.

Bendicte | Fehling

L]

1 ]

phénolique

Glusides Sucres réducteurs Glycosides Glycosides Proteins et des AA
cardiaques
Eau lode Braymer | NaOH .
chaud 10%
Composes Tannins Saponines Phytostéroles




Annexes

3

LB
y

Terpinoide

Acide carboxylique

Coumarines

Resines

Huiles et graisses fixes

Ononis angustissima subsp. Polyclada.

Alcaloides

1 ]

1 ]

Sucres réducteurs

Glycosides

Glycosides cardiaques

ode au chaud

Proteins et des AA

I}

Flavonoides

Coumarines

Resines

Composes phénolique

Saponines

Phytostéroles

Huiles et graisses fixes
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Annexe 06 : Extraction liquide liquide les quatre phase des trois plantes

étudiées (P.acutufolia, G.coronaria, O.angustissima)
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Annexe 07: Résultats des analyses chromatographique des différents extraits

(systéme)

Physalis acutifolia.

Glebionis coronaria var.coronaria.

Ononis angustissima subsp. Polyclada.




