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Introduction

Introduction

Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les plantes
possedent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement
de plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier ’lhomme est tres ancien et a

toujours était faites de fagon empirique (Svoboda et al., 2000).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments,
elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte
de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice,
1997). Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des
intéréts multiple semis a profit dans 1’industrie alimentaire, en cosmétologie et en
pharmacie; Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides
phénoliques, les tannins, les terpénes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).Quelles
que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les plantes sont
extrémement complexes du point de vue de leur composition chimique. On estime
qu’elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents, dont quelques-uns
seulement (ou parfois un seul) sont responsables de I’effet thérapeutique ou de 1’effet
toxique.

Il est donc indispensable de connaitre les principes actifs des plantes médicinales afin
d’étudier leur efficacité, leur mode d’action et bien entendu leurs effets secondaires sur
la santé humaine.(Hostettmann et al., 1998). La famille légumineuse renferme les
anciennes familles de Césalpiniacées, des Mimosacées et des Papilionacées et compte
18000 espéces, dont les haricots, les pois, les genéts, les tréefles, les robiniers,
etc.(Couplan, 2012).

Cette famille des légumineuses est sur le plan agricole importante et est spontanée ou
cultivée dans le monde entier a des fins diverses, notamment la production de nourriture
et de fourrage, comme les engrais verts, ou 1’assurance du sol pour réduire 1'érosion
(Chen et al., 1995).

A cet effet et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes
intéressees a des especes non connus pas. Dans le but général de 1’étude est la

caractérisation photochimique des extraits issue de la plante Hedysarum spinosissimum
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ssp Capitatum. a travers de 1’évaluation de ’activité biologique (activité antioxydant et
activité antibactérienne) des extraits et les huiles essentielles de notre plante pour avoir
un apercu sur la nature des constituants que 1’on peut rencontrer chez la plante pour

mieux comprendre leur effets biologiques.

Notre travail de recherche sera réparti en deux parties.

La premiére partie consiste en une étude bibliographique avec trois chapitres le premier
est présentation de la plante étudiée et le deuxieme chapitre sur le métabolisme
secondaire et 1’activité biologique dans le dernier chapitre.

La deuxieme partie est la partie expérimentale qui divisé en deux chapitre le premier
chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisés dans les différentes manipulations, le
deuxieme chapitre présentera les résultats obtenus accompagnés de leur discussion.

Une conclusion viendra cléture notre travail.
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Chapitre I : Présentation de la plante étudiée

I- La famille Fabacées
I-1- Description botanique de La famille Fabacées

Les plantes Fabacées sont des plantes herbacées, arbustes, arbres ou plantes grimpantes
a lianes volubiles ou a vrilles (Judd et al., 2002).

Les formes arbustescents prédominent dans les pays chauds ; les formes herbacées dans
les régions tempérés (Dupont et Guignard, 2012). A métabolisme azoté élevé et
acides aminés inhabituels. Souvent nodules racinaires contenant des bactéries fixatrices
d’azote (Rhizobium) ; Parfois canaux ou lacunes sécrétrices ; généralement des annins ;
souvent des alcaloides Parfois des composés cyanogenétiques ; plastes des tubes criblés
a cristaux protéiques et aussi a grains d'amidon. Poils variables. Feuilles généralement
alternes, composees pennees (ou bipennées) a composés palmés, trifoliolés, ou
unifoliolés. Entiéres a parfois dentées serrées, a nervation pennée. Les folioles sont
parfois transformées en vrilles. Renflements moteurs a la base de la feuille et des
folioles bien développées. Produisant généralement des mouvements de veille et de
sommeil. Les stipules sont présentes, minuscules a foliacées, parfois transformées en

épines.

Les Inflorescences sont presque toujours indéterminées, parfois réduites a une fleur
solitaire, terminales ou axillaires. Les fleurs sont généralement hermaphrodites,
actinomorphes a zygomorphes, a hypanthium court, généralement cupuliforme. Les
sépales sont généralement 5, libres ou plus souvent soudés, pétale généralement 5, libres
ou soudé, valvaires ou imbriques, tous semblables, ou le pétale postérieure différant par
la forme, la taille et la couleur (c’est-a-dire formant un étendard), disposé intérieurement
ou extérieurement dans le bouton, les deux pétales inférieurs souvent soudés ou

adhérentes formant une caréene, ou largement étales.

Les étamines 1a nombreuses, mais genéralement 10, abritées dans le périanthe ou
longuement exsertes, parfois bien évidentes ; a filets libre ou soudes et, dans ce cas,
souvent monadelphes ou diadelphes (9 étamines soudes et la supérieur, ou vexillaires,

plus ou moins libre).

Les grains de pollen sont tricolporés, tricolpés, ou triporés, géneralement en monades,
mais parfois en tétrades ou en polyades. Le carpelle presque toujours 1, libre,

généralement allongé, au sommet d’un court gynophore; L’ovaire est supére, a




Chapitre I : Présentation de la plante étudiée

placentation pariétale, style 1, incline vert I’avant parfois velu ; stigmate 1, réduit.
Ovule 1 & nombreux par carpelle disposes sur 2 rangs le long d’un placenta supérieur,
souvent campylotropes. Nectar produit par la surface interne de I’hypanthim ou par un
disque intrastaminal. Seul un carpelle persiste : il est a 1’origine d’une gousse appelée

«légume» par les premiers botanistes (Dupont et Guignard, 2012).

Le fruit est généralement une gousse, parfois une samare, un fruit lomentacé, une

gousse indéhiscente, un akéne, une drupe ou une baie.

I-2-Répartition geographique des Fabacées

Les Fabacées quasi cosmopolite, la troisieme famille des angiospermes de par le
nombre de ses représentants ; Cette famille s’accommode d’une trés large gamme
d’habitats. Genre 630 et I'espéce 18000 (Judd et al., 2002).

I-3-Sous-famille : Fabiodées

Fabiodea (papilionoideae) sont des herbacés, buissons, ou arbre, feuilles composées
pennées ou trifoliolées, rarement unifoliolées, corolle zygomorphe, étamines 10 ou 9 +1
incluses, pollen monades (Judd et al., 2002).

Les Faboidées (du genre faba, féeve), autrefois appelées papilionacées, en raison de la
forme de la corolle en «papillon», comprennent de nombreux représentants de nos
région : les Trefles, les Pois, les Haricots ... (Dupont et Guignard, 2012). Les Faboidées,
représentent d’ailleurs les deux tiers des espéces de «Leégumineuses». (Dupont et
Guignard , 2012).

I1-Le genre Hedysarum

Les especes du genre Hedysarum (famille des Fabacées et tribu des Hedysarées)
poussent spontanément sur des sols varies et dans des conditions climatiques
différentes, presentant ainsi une grande diversité. Ce genre est représenté par plus de
170 especes réparties a travers I’Europe tempéree, la région méditerranéenne, 1’Ouest de
I’Asie, la Sibérie et I’Amérique du Nord en allant de 1’ Arizona jusqu’au Canada et aux
régions Arctiques (Allen et Allen 1981; Wielgorskaya 1995).

En Afrique du Nord, on recense 10 especes dont plusieurs sont endéemiques. La Tunisie

et le Maroc comprennent chacune six espéces (Battandier et Trabut, 1902; Jahandiez
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et Maire, 1932) et I’Algérie comprend neuf espéces dont H. naudinianum Coss. Et H.
perrauderianum Coss et Durieuendémiques de 1’Algerie, et H. carnosum Desf. Et H.
pallidum Desf. Endémiques de I’Afrique du Nord (Quezel et Santa, 1962).

Les espéces du genre Hedysarum sont bien adaptées aux sols calcaires et aux bancs
graveleux et rocailleux. Certaines espéces poussent jusqu’a 2300 m d’altitude (Allen et
Allen, 1981).

Hedysarum vient du mot grec Hedys, qui signifie fourrage doux a brouter (Bonnier,
1934). Les plantes appartenant a ce genre sont d’une maniére générale constituées d’un
appareil souterrain robuste portant de nombreuses nodosités fixatrices d’azote et d’un
systéeme aérien a rameaux dimorphes: tige principale orthotrope et ramifications
latérales plagiotropes. Ces espéces comme toutes les autres espéces légumineuses
fourragéres telles que la luzerne, participent a la fixation des sols et a leur
enrichissement en azote, ainsi qu’a I’alimentation du bétail étant donné que la majorité

d’entre elles sont paturées par les ovins et les bovins.
11-1- L’espéce Hedysarum spinosissimum L.
I1-1-1- Généralité sur L’espéce Hedysarum spinosissimum L.

C’est une espéce méditerranéenne annuelle polymorphe, présente des inflorescences en
tete dense (méme a la fructification) en atteignant au plus 2 cm de long. Elle se
caractérisé par des folioles glabrescentes, souvent plus ou moins alternes dans la portion
inférieure de la feuille. Elle pousse sur de sols salés et caillouteux.

La sous espece Hedysarum spinosissimum subsp capitatum. A allogamie prépondérante,
présente des fleurs de 15-20 mm et de couleur purpurine ou blanchatre (Quezel et
Santa 1962).

11-1-2- Description botanique d’Hedysarum spinosissimum ssp capitatum

C’est une plante annuelle de 5-40cm, velue blanchatre, couchés ou ascendante et a
racine gréle. Les feuilles sont petites 538 paires de folioles ovales ou linéaires, tronqués
ou échancrées, mucronées, pubescentes en dessous. Les stipules libres et lancéolées-
acuminées. Elles présentent des fleurs roses, assez grandes (8-12mm) et rapprochées en

grappes trés courtes, ombelliformes, sur des pédoncules plus long que la feuille. Les
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pédicelles plus courts que le tube de calice. Le calice a gorge coupées transversalement,
a dent plus longue que le tube. L’étendard plu long que les ailes et dépassant un peu la
caréne ;

Les gousses sont formeées de 2 a4 articles arrondis, hérissées d’aiguillons crochus, velus

et & bords non ailés. Les grains sont luisantes (Tela Botanica, 2001).

Figure 01: La plante de hedysarum spinosissimum.ssp capitatum.

En haut: la plante;
En bas a gauche: les fleurs;
En bas au centre: les feuilles;

En bas a droite : grains.
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11-2-Position systematique de la plante Hedysarum spinosissimum ssp capitatum

Selon (Quezel et santa, 1962), la position systématique de la plante Hedysarum

spinosissimum ssp capitatum est comme la suite :

Régne

Embranchement

Sous- embranchement

Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Genre

Espéce

Planteae

Spermaphytes

Angiospermes

Dicotylédones
Dialypétales
Fabales
Fabacées
Faboidées
Hedysarum

Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum.

——
~
| —



ChapitreN 02
Metabolisme

Secondaire



Chapitre 1l : Métabolisme secondaire

Le métabolisme
I. Métabolisme primaire

Les Métabolites primaires sont directement impliques dans les processus vitaux
essentiels au développement normal et a la reproduction des cellules. Parmi ceux-ci, il y
a les acides amines, les nucléotides, les glucides, les alcools, les antioxydants, les acides
carboxyliques, les polypoles et les vitamines (Jean-Pierre Jost, 2014).

1. Métabolisme secondaire
11.1. Définition

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et
d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogénes,
comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de
la dissémination des fruits (Judd et al., 2002).

Les métabolites secondaires ont une répartition limitée, dans la plante elle-méme
comme parmi les déférentes especes de végetaux. Ils ont d’abord été considérés comme
des produits de rebut, mais on sait maintenant que les métabolites secondaires sont
importants pour la survie et la propagation des plantes qui les produisent. Beaucoup
fonctionnent comme signaux chimiques permettant a la plante de répondre aux
contraintes de I’environnement. D’autre interviennent pour défendre la plante contre les
herbivores, les pathogénes (organismes responsables de maladies) ou les compétiteurs.
Certaines assurent une protection contre les radiations solaires et d’autre encore

facilitent la dispersion du pollen et des graines. (Raven et al.,2014).
11.2.Classification des métabolismes secondaires
11.2.1.Les composes azotés

11.2.1.1. Les alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meisner en 1818 est utilisé pour désigner des
substances naturelles réagissant comme des bases, ce sont des substances azotées,
basiques, leur atome d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique (Bruneton,

1999).
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Les alcaloides ont des structures tres diverses, ils dérivent de différents acides aminés
ou de I’acide mévalonique en passant par différent voies biosynthétiques. Ils ont une
activité biologique chez les animaux, souvent méme a trés faibles concentrations, et
beaucoup sont couramment utilisés en médecine (par exemple la cocaine, morphine...).

(Judd et al., 2002).

11.2.1.1.1.Biosynthése des alcaloides

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses
classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique(Ziegler et Facchini, 2008).
Les noyaux de base de ces différents alcaloides dérivent des acides aminés du

métabolisme primaire (Nacoulma, 2012).

(Benzyitétrahydro)/{Phénykéthyl)
 Koquinoline

Figure02: Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides
(Nacoulma, 2012).
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11.2.1.1.2.Propriétés biologiques des alcaloides

Les alcaloides exercent généralement leurs activités pharmacologiques sur les
mammiféres comme I’Homme. Jusqu'a aujourd’hui, plusieurs médicaments utilises sont
des alcaloides naturels, ils affectent chez I'étre humain le systeme nerveux,
particulierement les transmetteurs chimiques tels [l'acétylcholine, epinephrine,
norépinephrine, acide. aminobutyrique (GABA), dopamine et la seérotonine. Les
alcaloides jouent plusieurs activités pharmacologiques: Analgésique (cocaine),
anticholinergique (atropine, scopolamine, galanthamine), anti-malaria (quinine), anti-
hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), dépressant cardiaque, stimulant centrale
(caféine), diurétique, anesthésiantlocal (cocaine),(morphine),anti-tumeur,sympatho-
mimétique (éphédrine), plusieurs alcaloides servent de model pour la synthése

d’analogues avec des propriétés meilleures (Bhat, 2005).

11.2.1.2.Les composés phénoliques

L’appellation polyphénols ou composés phénoliques, désigne un vaste ensemble de
substances 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 composés phénoliques ou polyphénols forment une grande famille de composés
chimique tres divers depuis les simples acides phénoliques jusqu’aux grands polymeéres
complexes que sont par exemple, les tanins et la lignine. La structure de base est le

phénol, un cycle aromatique hydroxylé (Hopkins, 2003).
11.2.1.2.1.Classification des composes phénoliques
» Lestanins

Utilisés depuis I’ Antiquité par ’homme pour le traitement des peaux d’animaux, les
tannins ont une importance économique et écologique considérable et sont responsables
de I’astringence de nombreux fruits et 1égumes et des produits qi en sont dérivés (vin,
thé...). En premiere approximation, on peut considérer que les tannins sont des formes
phénoliques condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter.
Aussi les premiéres estimations quantitatives des tannins ont-elles utilisées la

condensation avec des protéines modeles : gélatine, albumines...

10
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Il est classique de distinguer deux grands groupes de tannins différant a la fois par leur
réactivité chimique et par leur composition : les tannins hydrolysables et les tannins
condenseés(Macheix, 2005).

Figure 03: structure chimique des tannins (Larbier et Leclercq, 1992).

> Les coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-
hydroxy-7-cinnamiques (Benayache, 2005). Elles existent sous forme libre solubles
dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a

des sucres (hétérosides) sont plus ou moins solubles dans 1’eau (Bruneton, 1999).

COOH
OH

Acide o-hydroxycinnamigue

Figure04: Formule semi-développée de la coumarine (Bouderdara, 2013).
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» Les lignines

Contrairement aux autres composes phénoliques, les lignines se déposent dans les
parois cellulaires et non dans la vacuole. Aprés la cellulose, les lignines constituent le
composé organique le plus abondant sur terre ; ce sont les polymeres formés de trois
types de monomeres : lep-coumaryle, le coniféryle et les alcools sinapiques. La lignine
est surtout importante pour la résistance a la compression et la rigidité qu’elle confére a

la paroi cellulaire(Raven, 2014).

Les lignines sont des molécules hydrophobes. Cette propriété explique leurs qualités
protectrices contre les bioagresseurs et le fait que les cellules lignifiées soient des
cellules mortes. Les lignines sont tres résistantes a la compression. On les retrouves
dans le sclérenchyme, qui assure la protection, le soutien et la conduction de la séve

brute (xyléne) et dans les tissus adultes (Pouzet, 2010).

Les lignines, biopolyméres complexes, hydrophobes, trés souvent associés a la
cellulose, peuvent étre considérées au niveau technologique tout d’abord comme des
coproduits résultants d’un prétraitement ou d’une transformation des lignocelluloses

pour I’utilisation principale de la cellulose (Morot-Gaudry, 2016).
» Les flavonoides

Les flavonoides sont des constitués de cycles benzoiques présentant plusieurs

groupements hydroxyles et sont pour cette raison également nommeés polyphénols.

Les groupements hydroxyles sont responsables de la fonction antioxydant des
polyphénols.les flavonoides présentent un fort effet antioxydant et peuvent, par
conséquent, prévenir les lésions oxydatives survenant par exemple au niveau des
lipoprotéines LDL. Les flavonoides peuvent également influencer 1’activité des
enzymes intervenant dans les processus d’inflammation, d’agrégation et d’adhésion

plaquettaires au niveau des parois vasculaires(Descheemaeker et Provoost, 1999).

Les flavonoides peuvent étre répartis en isoflavonoides ou phytooestrogénes, en
catechines, en anthocyanes et en flavonoides. Un représentant important des flavonoides
est la quercitrine. 1l existe plus de 4.000 sortes de flavonoides décrits a ce jour et ce
nombre va croissant (Descheemaeker et Provoost, 1999). Le terme flavonoides

12
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rassemble de nombreux composés naturels répartis en plusieurs familles dont les plus
importantes sont les flavones et les isoflavones. Ce sont des pigments naturels qui
donnent leurs couleurs aux plantes. On les trouve donc dans les plantes trés colorées

comme les légumes verts foncé ou les fruits rouges (Causse, 2004).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les
espéces, elles se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent entre
I’épiderme et le méso-philes. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les

cellules épidermiques (Bruneton, 1999).

Figure 05: Structure de base des flavonoides. (Bruneton, 1999).
e Les principales classes de flavonoides
a- Les favones et les flavonols

Les favones et les flavonols représentent la majorité des flavonoides connus, dans plus
de 90% des cas. Chez ces molécules le cycle A est substitué par deux hydroxyles
phénoliques en C-5et

en C-7.Ces hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés, I’'un d’entre eux peut étre
engagé dans une liaison hétérosidique. D’autres substitutions peuvent intervenir avec
des fréquences variables hydroxyles libres ou éthérifiés en C-6 et/ou en C-8,
isoprénylation ou méthylation en C-6 ou en C-8,implication du C-6 et/ou C-8 dans une
liaison carbone-carboneavec un sucre. Lecycle B est substitué dans 80% des cas en C-
4’ peut étre disubstitué en C-3’ et C-4’, ou moins fréquemment 3°,4°,5’-trisubstitué; ces
substituants peuvent étre des groupes hydroxyles

(OH) comme ils peuvent étre des methoxyles (OCH3). Les autres positions (C-2’et C-

6’) ne sont qu’exceptionnellement substituées. Les principales flavones sont I’apéginine

13
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et la lutéoline, alors que les principaux flavonolssont la quercétine, kaempférol, et la
myricétine (Bruneton, 1999).

b- Les flavanones et les dihydroflavonols

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de la double liaison C2-C3 et par la
présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont de méme nature que
celles décrites pour les flavoneset les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des
flavanones par I’hydroxylat-ionde la position C-3. Ces flavonoides semblent un peu
moins fréquents que leurs homologues

insaturés rassemblant les flavones et flavonols. La principale flavanone est la
naringénine, alors que la dihydroflavonols la plus rencontré est la catéchine (Bruneton,
1999).

c- Les chalcones

Les chalcones, dépourvues de I’hétérocycle central, sont caractérisées par la présence
d’un chainontricarboné, cétonique, o, B-insaturé. Si les substitutions sur le noyau A sont
le plus ou ventidentiques a celle des autres flavonoides, le noyau B est assez
fréqguemment non substitué. Pour ce type de molécules, la numérotation des positions
est différente des autres flavonoides. Les chalcones les plus importants sont: la butéine

et la phlorétine (Bruneton,1999).

d- Les anthocyanidines
Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés en position 3, elles se caractérisent par
I’absence du groupe hydroxyle a la position 4.Les anthocyanidines les plus abondants

sont: la pélargonidine, la cyanidine et la péonidine (Bruneton, 1999).

14
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Qs O O

th'ﬂj,flalamne Cinnamate 4-coumarate O 4-coumaroyl-CoA

Malonyl-CoA — \

H OH _As |
flavone
_GH ) o flavonols
Naringenin chalcone
r > anthocyanines
OH 1soflavonoides
H O T efc.
OoH O
Naringenin _/

Figure06: Etapes communes de la biosynthese de tous les flavonoides
(Fiorucci, 2006).

» Saponosides
Le terme de saponoside est dérivé de la saponaire (Saponaria) qui était jadis utilisée
comme substitut du savon, les saponosides sont des terpenes glycosyles, ils peuvent étre
des stéroides glycosylésou des hétérosides triterpéniques, comme ils peuvent étre
trouver sous forme d'aglycones (ou génines; ce sont des composés terpéniques ne
possédant pas deglucides) appelés sapogénines. La combinaison d'un triterpéne
hydrophobe et dun glucidehydrophile confére aux saponosides des propriétés
tensioactives ou de détergent, qui lorsqu'ils sont agités avec de l'eau produisent une

mousse savonneuse (William, 2003).
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Figure07 : Structure générale des saponosides (Bouhadjera, 2005).
11-1-3- Les huiles essentielles
11-1-3-1- Définition

Les huiles essentielles sont définies comme étant des extraits volatils et odorants, que
I’on extrait de certains végétaux par distillation a la vapeur d’eau, pressage ou incision
des végétaux qu’ils les contiennent. Elles se forment dans un grand nombre de plantes
comme sous produits du métabolisme secondaire. Les huiles essentielles ont des
propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche

nouvelle de la phytothérapie : I’aromathérapie (Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles
sont présentes en petites quantités par rapport a la masse végétale : elles sont odorantes
et trés volatiles, c’est-a-dire qu’elles s’évaporent rapidement dans 1’air (Padrini et

Lucheroni, 1996).

L’huile essentielle se trouve dans des cellules sécrétrices spécifiques. Ce sont des
structures histologiques spécialisées servant a leur synthese et a leur

stockage(Kaloustian et Hadji-Minaglon, 2012).
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11-1-3-2- Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
11-1-3-2-1- Propriétés physiques

Les huiles essentielles possédent en commun un certain nombre de propriétés

physiques :

-Elles sont solubles dans I’alcool, I’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les
émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans I’eau a

laquelle, toutefois, elles communiquent leur odeur ;

- Leur densité est en général inférieure a celle de I’eau, elle varie de 0.75 a 0.99 (Les

huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions) ;
-Elles ont un indice de réfraction élevé ;

-Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumiere polarisée ;
-Elles dissolvent les grasses, I’iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels ;
-Ce sont des parfums, et sont de conservation limitée ;

-Ce sont des produits stimulants, employés a I’intérieur, comme a 1I’extérieur du corps,
quelquefois purs, généralement en dissolution dans I’alcool ou un solvant adapté
(Bekhechi et Abdelouahid, 2014).

11-1-3-2-2- Compositions chimiques

Les huiles essentielles sont des mélanges plus ou moins complexes dont les constituants
jouent du pont de vue parfum des réles d’inégale importance : les uns contribuent
puissamment a I’arome de 1’essence, certains participent simplement a 1’harmonie du
mélange. D’autres sont complétement inodores ou peu odorants, ceux-Ci ont un réle tout

a fait effacé.

Les constituants des huiles essentielles appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe de terpénoides
d’ne part et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylepropane, beaucoup
moins fréquents, d’autre part. Elles peuvent également renfermer divers produits issus

de processus degradatifs mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).
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I1-1-3-3- Les constituants des huiles essentielles
Les principaux constituants des huiles essentielles sont les suivants :
v’ Les terpénoides

Les composes terpénoides constitués un groupe de molécules trés différentes tant d’un
point de vue structural que fonctionnel. Avec prés de 15.000 structures moléculaires
connues, ils constituent probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de
composés organiques Vvégétaux. Les terpénes sont des substances généralement
lipophiles qui dérivent d’une entité¢ simple a cinq atomes de carbone. Leur grande
diversité trouve son origine dans le nombre d’unités de base qui composent la chaine

ainsi que dans les divers modes d’assemblages.

La formation de structures acycliques, L’addition de fonction comprenant de 1’oxygéne
et la conjugaison avec des sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures

complexes (Hopkins, 2003).

Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus volatils :

mono-et sesquiterpenes.
-Les monoterpenes

Constituants les plus simples de la série, les monoterpénes sont issus du couplage de
deux unités «isopreniges». Ils peuvent étre acycliques (myrcéne, ociméne),
monocycliques (o et y-terpinéne, p-cymene) ou bicycliques (pinene, camphéne,
sabinéne). Ils constituent parfois plus de 90% de I’huile essentielle (citrus...). Les
variations structurales justifient 1’existence de nombreuses molécules: alcools
(géraniol, borniol...), phénols(thymol, aldéhydes(citronellal), cétones (carvone, -

vetivone), esters (Acétate de cédryle), éthers(1,8-cinéole) (Bruneton, 1999).
-Les sesquiterpénes

Un grand nombre de sesquiterpénes sont des constituants habituels des huiles
essentielles des végétaux supérieurs, ils peuvent intervenir dans les propriétés
pharmacologiques attribuées a ces fractions volatiles. Biologiquement, bon nombre de

structures sesquiterpéniques sont des phytoalexines, d’autres semblent agir comme des
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régulateurs des croissances, d’autres enfin attirent les insectes ou agissent a 1’encontre

de ceux-ci comme des facteurs antinutritifs (Bruneton, 1999).
v Les composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Ce-Cs) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents. Ce sont tres souvent des allyles et des propénylphénols, parfois des

aldéhydes.

On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Cs-Cy)
comme la vanilline ou comme I’anthranilate de méthyle(Bekhechi et Abdelouahid,
2014).

11-1-3-4- Répartition et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végetaux : fleurs
(bergamotier, tubéreuse), mais aussi feuilles (citronnelle, eucalyptus...) et bien que cela
soit moins habituel, dans les écores (cannellier, des bois (bois de rose...), des racines

(vétiver), des rhizomes (gingembre), des fruits (anis, badiane), des graines (muscade).

Si tous les organes d’une méme espece peuvent renfermer une huile essentielle, la

composition de cette derniere peut varier selon la localisation(Bruneton, 1999).
11-1-3-5- La déférence entre les huiles essentielles et les huiles fixes :

Il est important de distinguer entre les huiles essentielles, les huiles fixes (huiles

d’olive...) et les graisses contenues dans les végétaux. En effet :

e Seules les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes
et des graisses ;

e Elles se distinguent des huiles fixes par leurs compositions chimiques et leurs
caractérisations physiques ;

e Elles sont frequemment associées a d’autres substances comme les gommes et

les résines.

Dr’ailleurs elles-mémes a se résinifier par exposition a [’air(Abdelouahid et

Bekhechi ,2014).
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I-L’Activité antioxydant

1-1-Généralité

Les propriétés antioxydants des polyphénols participent a la prévention de diverses
pathologies impliquant le stress oxydant, le vieillissement cellulaire, et les maladies
cardiovasculaires ou dégénérative (Wang et Mazza, 2002 ; Macheix et al., 2005 ;
Sarni et al., 2006).Les flavonoides possédent de nombreuses activités biologiques, ces
activités sont attribuées en partie aux propriétés antioxydants de ces composés naturels.
(Fuhrman et al ., 1995). Les antioxydants naturels comme les composés phénoligues,
et particulierement les acides phénoliques et les flavonoides peuvent empécher
I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant plus rapidement que ce dernier. Un tel effet
résulte d’une structure de donneur d’atome d’hydrogéne ou d’électron souvent

aromatiques (Vanssant, 2004).
I-2-Stress oxydant et ses conséquences biologiques

Le stress oxydatif est défini comme étant le désequilibre entre la génération des espéces
réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogene d’agents
prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme
une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool,
médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux
toxiques). L’accumulation des especes oxygeénées réactives a pour conséquence
I’apparition de dégats cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles
biologiques les plus vulnérables sont les protéines les lipides et 1’acide

désoxyribonucléique (Smirnoff, 2005).
I-3-Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
nonappariés (Jacques et André., 2004). Cette molécule est trés instable et réagie
rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour

acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la
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molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée
devient elle-méme un radical libre (Martinez-Cayuela, 1995).

I-4-Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de I'oxygene.
IIs peuvent agir en reduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former
un composé stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier,
2003).0n distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement

puissantes pour détoxifier la cellule:

I-4-1-Les antioxydants endogénes

L’organisme humain posséde un systetme enzymatique, constitué principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase
(GPx) (Avissar et al., 1989).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygeéne moléculaire (Marfak, 2003).

I-4-2-Les antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,
composés naturels...etc. sont considérés comme des antioxydants. Les pluscourants: La
vitamine E ou a-tocophérol, La vitamine Cou acide ascorbique (Gardeés-Albert et al.,
2003).

I-5-Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés
(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le B-carotene, l'acide caféique et la
quercétine. Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de
radicaux hydroxyles OH et peroxyles RO2. Ils sont donc susceptibles d'inhiber les
chaines de peroxydation lipidique, mais d'une maniére moins efficace que celle de 1'a-
tocophérol. En outre, les caroténoides ont un role spécifique de capteur
d'oxygenesinguletiO2, ce qui leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des
dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiere solaire (Gardés-Albert et
al., 2003).
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I1-Activité antibactérienne
11-1-Généralité

Un certain nombre de plantes médicinales sont encore utilisées de nos jours sous forme
de décoctions et infusions mais la plupart d’entre elles ont été délaissées au profit de
produits pharmaceutiques de synthése. Cependant, les connaissances actuelles
permettent d’analyser ces plantes et souvent de comprendre 1’activité préconisée par nos
ancétres.

Lorsque I’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une
activité létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité
bactériostatique (Ayachi, 2014).

Il -2-Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes,
mais on inclut généralement parmi eux les deriveés semi-synthétiques et les produits
entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base
principalement sur [’usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les
organismes supérieurs. Cette propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne-

Berezin et Dellamonica, 1995).

11-3-Description des souches bactériennes utilisées

v’ Staphylococcus aureus
Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme
sphérique, avec un diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en
petits amas (grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés,
habituellement sans capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus

produisent un pigment jaune doré (Patrick et al., 1988).
v Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al., 1988), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa

longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al.,
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2004). Les bactéries appartenant a 1’espéce Escherichia coli constituent la majeure
partie de la flore microbienne aérobie du tube digestif de I’homme et de nombreux
animaux. Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiqguement chez
I’homme ou chez certaines espéces animales des infections spontanées des voies
digestives ou urinaires ou bien encore des meningites neo-natales. D’autres souches
appartiennent a la flore commensale peuvent ¢étre responsables d’infections
opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses immunitaires affaiblies
(Patrick et al., 1988).
v Pseudomonas aeruginosa
Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de larg. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche, ce type de bactérie posséde un aspect de «vol
mouucheron». P.aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de
10% de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3¢éme rang apres E.coli et
S.aureus, mais le 1 er rang pour les infections pulmonaires basses et le 3 ™ rang pour
les infections urinaires. (Richard et Kiredjian, 1995).
v" Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis est un coccus Gram positif, en forme de bactérie d’acide lactique,
avec ubiquity démontrée sur plusieurs sites anatomiques. Enterococcus faecalis isolats
ont été isolés a partir d’échantillons cliniques comme agent étiologique chez les patients
atteints d’infections manifestes et de sites du corps que l'on croyait étre stérile mais
absent des signes et des symptomes de I’infection. E. faecalis est impliquée dans la
santé humaine et la maladie, reconnue comme un commensal, un probiotique et un
opportuniste multiplient les agents pathogénes résistants. E faecalis est apparue comme
clé pathogéne dans les infections nosocomiales. Enterococcus faecalis est une bactérie

commensale vivant dans le tractus gastro-intestinal des humains (Mack, 2014).
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I-Matériel végétal
I-1- Le modele d’étude

Le genre Hedysarum appartient & la famille des Fabacées, Ce genre est représenté par
plus de 170 espéces réparties a travers I’Europe tempérée, la région mediterranéenne,
I’Ouest de 1’Asie, la Sibérie et I’Amérique du Nord en allant de 1’Arizona jusqu’au
Canada et aux régions Arctiques, C’est une plante qui était utilisée autrefois en
fourragere. L’identification botanique de I’espéce a été réalisée par monsieur REBBAS

Khellaf, enseignant de la faculté de sciences et de la vie, université de M'sila (Algérie).

Figure 08: Localisation géographique de la wilaya de m’sila

(Conservation des foréts de M'sila. 2012)

I-2-La récolte

La plante Hedysarum spinosissimum ssp capitatum a été collectée en février (les feuilles),
et en mars (les fleurs) dans la région de pdle universitaire de M'sila, les feuilles a été
séchée a I’ombre pendant quinze jours avant utilisation. Les fleurs ont été sechées a
I’ombre pendant dix jours avant utilisation, les fleurs et les feuilles ont été concassees
séparément finement en poudre par broyage dans un mortier traditionnel, Pulvérisées au

broyeur puis soumises aux tests phytochimie et a différentes extractions.
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I1-Extraction
I1-1- Macération

» Le principe
La macération est la méthode d'extraction la plus simple. Elle consiste en la mise en
contact du materiel végétal avec le solvant sans ou avec 1’agitation de temps a autre,
L'opération bien que généralement longue et rendement souvent mediocre, est
utilisée dans le cas d'extraction de molécules thermosensibles (Leybros et

Fremeaux, 1990).
11-2- L’extraction des principes actifs

11-2-1- Préparation de I’extrait brut par extraction solide-liquide(ESL)

50 de poudre de fleurs et 100g de poudre de feuilles de la plante est macéré dans un
solution contient de 70 ml de méthanol et 20ml d'eau distillé, pendant 48 heures, cet
opération est répétée trois fois a température ambiante, I’extrait est ensuite filtré par
papier filtre, puis évaporé sous pression réduite a sec, (T=40°C) par un évaporateur
rotatif (Buchi Rotavapor R-200,).Le résidu sec est repris par quelques millilitres de
meéthanol et conservé a +4°C, on obtenait donc de I’extrait hydromethanolique brut
(EBr.Fel) de la feuille et (EBr.FlIr) de la fleur.

Figureo9 : Rotavapeur de type BUCHI-R -120
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11-2-2- fractionnement de I’extrait hydrometanolique extraction liquide
liquide(ELL)

L’extrait brut de la plante (EBr.Fel et EBr.FIr) est fractionné en utilisant une série de
solvants a polarité croissante. Les extraits bruts sont initialement mélangés avec 50 ml
d’acétate d’éthyle dans une ampoule a décanter, apreés la décantation (quelques heures),
la phase d’acétate d’éthyle (organique) supérieur est récupérée, la phase aqueuse
inferieur obtenue dépigmentée avec trois lavages successive a 1’acétate d’éthyle, et
soumis & un autre fractionnement par le n-butanol, en suivants les mémes étapes que le
premier fractionnement par I’acétate d’éthyle. Les extraits obtenus sont ensuite évaporés

a sec et pesés pour un éventuel traitement.

Cette série d’extraction a permet d’obtenir quatre extraits organiques bruts: extrait de
extrait d’acétate d’¢thyle de la feuille (EACOEt.Fel), extrait d’acétate d’éthyle de la
fleur (EACOEL.FIr), qui seront récupérés dans des boites pétrie en verre puis conservés a

4° C jusqu’a utilisation.
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Phase d’acétate
d’éthyle

Figure10:Extraction liquide- liquide Figurell : Extraction liquide-liquide

Par I’acétate d’éthyle de feuille Par ’acétate d’éthyle de la fleur

Ik B

Phase

aqueuse

Figurel?2: Extraction liquide- liquide par Figurl3 : Extraction liquide- liquide Par
n-butanol de la feuille n-butanol de la feuille
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( Matiere végetal seche (Feuilles /Fleures) >

Extraction avec Méthanol —eau (70/30 ; V/V)

> Répéter 3 fois chaque 48h
> Concentration a sec (T°= 35-45 °C)

Extraction liquide-liquide avec I’acétate d’éthyle

e Extraction avec 1’acétate d’éthyle (%3 fois)
e décantation, Concentration a T° ambiante

Figureld : les étapes d’extraction des flavonoides
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> Calcul du rendement des extraits

Le rendement de différents extraits obtenus a été déterminé en calculant le rapport
entre la masse des extraits bruts a I’acétate et celle de la matiere végétale utilisé

Le taux de matiere extraite (%) = (P1-P0)100/P
Avec ;
P= poids initial de I'échantillon(g) ;
PO =poids de boite pétri vide(Q) ;
P1= poids de boite pétri apres évaporation totale(g).
Extraction des coumarines

1/Poser ’extrait brut de feuille dans un bécher, mesure le PH avec le PH-métre, puis
on ajoute quelques gouttes de NH;OHjusqu’a I’obtention de PH basique
(PH=9),poser I’extrait dans une ampoule a décanter, verser 30 ml de chloroforme et
le laisser pendant ljeur, afin d’obtenir deux phases, phase organiquel) et phase

aqueuse(1). Répéter cet étape 2fois.

2/ Diminuer le PH de phase aqueuse(1) jusqu’a I’obtention de PH acide (PH=2) par
I’Hcl diluer(5.6%), répéter les mémes opérations de 1%pas. Pour obtenir deux

phases, phase organique(2) et phase aqueuse(2).
Les coumarines a été porter dans la phase organique (2).

Reépéter les mémes opérations, en remplagant 1’extrait brut de feuilles par 1’extrait

brut de fleurs.
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4 N

Phase aqueuse

__ Phase organique -

N J

Figurel5 : extraction des coumarines Figurel6 : extraction des coumarines

de la fleur de la feuille
L'extraction de I’huile essentielle

Les huiles essentielles de plante étudiée ont été extraites par hydro distillation par un
appareil du type Clevenger. Cette technique est basée sur I’immersion d’un échantillon
solide dans I’eau distillé portée a ébullition, La vapeur saturée d’huiles essentielles
traverse vers un serpentin ou elle se condense pour donner deux produits : I’eau florale

et ’huile essentielle.

Avant le commencer de ’extraction, 1’appareil a été nettoyé a 1’acétone puis rincé a

I’eau distillée pour éviter toute contamination de 1’huile au cours de 1’extraction.

Les fleurs et les feuilles seches(100g)ont été mises dans une fiole de 1000ml qui fut
remplie avec 500ml d’eau distillée ; la fiole avec son contenu a été mise sur le chauffe-
ballon. Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans la fiole
sont dirigées vers le col de cygne (le coude) qui relie la fiole avec le réfrigérant. Une
fois arrivées dans le réfrigérant, elles se condensent rapidement et se retrouvent dans
I’ampoule a décantation qui permet la séparation immédiate de I’essence par sa densité.
Apreés 3 heures d’extraction, I’huile essentielle a été recueillie dans un petit flacon en
verre hermétique et recouvrit de papier aluminium pour le protéger de la lumiere et

conservée a 4°C.
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HEATING MANTLE 2000m!

== c @

Figure 17: Appareil d’hydrodistillation de type de clevenger.
Conservation de I'huile essentielle obtenue

Les huiles essentielles ont conservé a une température voisine 4C°, dans un flacon en

verre hermétique fermé pour la préserver de I’air et de la lumiére

Calcul du rendement de I'huile essentielle

RHE (%) =M,/ Mpx 100

Avec;

RHE :rendement en I'huile essentielle de la feuille et de la fleur ;
M, : masse des huiles essentielles en recueilli en (g) ;

Mo :masse de matiere végétale utilisée en (g).

Analyses qualitatives de Hedysarum spinosissimum

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(polyphénols, flavonoides) dans nos extraits.

——
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L’analyse des extraits bruts par chromatographie sur couche mince (CCM, TLC en
anglais) nous permet dans un premier temps d’avoir une idée sur les différentes classes

de composés contenus dans les extraits testés.

Principe :

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu colteuse, utilisée au cours
de la séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur les
phénomeénes d’adsorption et de partage, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la
surface d’un support (phase stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un
éluant (phase mobile), donc la séparation est fonction des différences d’adsorption des
composants de 1’échantillon sur la phase stationnaire et des différences de leur solubilité

dans la phase mobile (Braith waite et Smith, 1999).

Préparation des plaques CCM

Les plaques utilisées sont des plaques en gel de silice de type silica gel 60F254 de
0.25mm d’épaisseur, déposées sur feuille d’aluminium. Ces plaques sont découpées
selon les dimensions : 2.5cm de large, de 10cm de long.

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques, quatre Systemes
Ont été essayés pour les meilleures séparations des extraits de la plante Hedysarum
spinosissimum

Tableau 01: les différents Systemes utilisés pour la CCM de gel de silice.

Systemes solvants N° Proportion Référence
Chloroforme/acétate d’éthyle 01 (8;2,VIV)
Chloroforme/Méthanol 02 (9;1,VIV)
Chloroforme/Méthanol 03 (7 ;3 VIV) (Belkassam, 2009)
Meéthanol/acétate d’éthyle/hexane 04 (7;4;05,VIV)

()
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Figurel8 : Appareil de I’Ultra-violet

Test des activités biologiques
Activité antioxydant
Test au DPPH

L’activité du balayage des radicaux libres a ét¢ mesurée en employant le radical libre
stable DPPH (2,2-diphénl-1-1-picrylhydrazyle) qui est I’'un des essais principaux
employés pour explorer I’utilisation des extraits d’herbes comme antioxydants
(Markowicz Bastos et al., 2007).

Principe

Le DPPH est un radical stable et il présente en solution une absorption caractéristique a
517 nm qui lui confére une coloration violette. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est reduit par un capteur de radicaux libres. On peut résumer cette
réaction par 1’équation suivante :

DPPH +(AH), ——  DPPH - H+(A"),

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH.

(violet) pour le transformer en molécule DPPH-H (Brand-Williams et al., 1995).
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DPPH (radical libre) DPPH (non radical)
Figurel9 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al, 1995).

Mise en ceuvre pratique

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,4 mM est
mélangée avec différentes concentrations des extraits de H. spinosissimum
(10,25,50,100ug/ml) ;Mettre (2,5,10,20 pl) respectivement de chaque dilution de ces
extraits dans un tube, ajouter le méthanol (38,35,30,20 pl, ajouter 160l de solution
méthanolique de DPPH, le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont
incubés a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 minutes. La réduction du
DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la
solution.

Le blanc est représenté par le méthanol, Le témoin négatif est composé de 160 ul de la
solutionm éthanolique de DPPH et 40ul de méthanol.

Répéter les mémes opérations, en remplacant 1’extrait de H. spinosissimum par un
antioxydant standard: le BHT (control positif) .

La longueur d'onde d'absorption a été préalablement déterminée. Toutes les lectures
sont effectuées a 517 nm par un spectrophotomeétre.

Toutes les opérations sont réalisées en duplicata.

Expression des résultats

|nh|bit|0n%:(AbS control — AbS test )Xloo /AbS control

Tels que :
ADS control - Absorbance du control négatif a la longueur d’onde 517 nm ;
ADS et - Absorbance de 1’échantillon a la longueur d’onde 517 nm.

Les résultats sont la moyenne de deux mesures séparees + ecart type.
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> Calcul des IC s

ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECs, (Efficient concentration50),
est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les ICs sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testées (Torres et al, 2006).

Pour la comparaison de I’activité, I’hydroxytoluéne butylée (BHT) a été utilisés comme

antioxydants aux mémes conditions experimentales.

Figure20 : I’appareil de spectrophotométre

Activité antibactérienne

Evaluation de I’activité antimicrobienne sur milieu gélosé se manifeste par I’apparition
d’un halo d’inhibition de la croissance microbienne autour du disque contenant I’extrait.
La lecture s’effectue par la mesure du diamétre d’inhibition observé (Bssaibis et al,
2009).

Principe

Elle consiste en 1’identification d’une substance agissant sur un microorganisme ainsi
que la détermination de la concentration minimale inhibitrice nécessaire de cette
substance qui détruit le microorganisme. Les extraits sont déposés sur des disques de

papier qui sont déposés sur la gélose en boite de pétrie. Apres incubation de 24 heures a
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I’étuve a 37 °C et les zones d’activités apparaissent sur le fond opaque de la gélose

(Madjour, 2014).
Les souches testées

Les souches utilisées dans les tests font parties de microorganismes, qui sont des
pathogeénes et des contaminants.

Les microorganismes testés proviennent de laboratoire de Microbiologie de I’université
de M’sila. lls correspondent aux espéces suivantes:

Tableau02 : Les souches microbiennes

Etat frais Souches codes Gram

Bacille Escherichia coli ATCC 25922 négatif
Pseudomonas aeruginosa | ATCC27853
Cocci Staphylococcus aureus ATCC 25923 positif

Enterococcus faecalis ATCC 51299

Application

Préparation du milieu de culture : Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un
litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte (obtention
d’une solution limpide). Puis, on ajuste le PH au 7,4. Puis auto-claver pendant 15
minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de pétri a 4 mm de
hauteur et laisser quelques minutes jusqu’a la solidification.

Les milieux de culture utilisés pour la realisation des tests antimicrobiens sont les
suivants :

- La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes ;

- La gélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux différents
extraits de plantes.

Préparation des disques :Des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de diamétre,
Ensuite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant 15

minutes et conserver jusqu’a I’utilisation.
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Préparation des dilutions d’extraits de H. spinosissimum : Les extraits de H.
spinosissimum ont été dissous dans le DMSO avec des dilutions successives au demi
pour avoir quatre concentrations a C1=1/2, C2=1/4, C3=1/8,C4=1/16.

Préparation de I’inoculum : Les souches bactériennes sont ensemencées dans la
gélose nutritive et incubées a 37°C pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On
racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies biens isolées et identiques de
chacune des souches bactériennes a tester. Décharger 1’anse dans 5 ml d’eau
physiologique, la suspension bactérienne est bien homogénéisée, a une DO de 0.08 a
0.10 a 625 nm. L’inoculum peut étre en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou

bien de I’eau physiologique stérile s’il est tres fort.

Ensemencement et dépdt des disques :La culture se fait dans n milieu stérile en
présence de bec benzene et I’ensemencement est réalisé par écouvillonnage de 100pl de

suspension bactérienne sur toute la surface gélosée.

Les disques imprégnés d’extraits sont disposes délicatement sur la surface de la gélose
inoculée a I’aide d’une pince stérile au bec benzene. En effet de chaque dilution on

préleve 10ul et on la mit dans les disques.
Pour le contrdle négatif (témoin) on met une 5°™ disque charger de 10 pl de DMSO.

Finalement, les boites de pétri sont incubées a I’incubateur pendant 18 a 24 heures a

37°C.

Lecture des antibiogrammes : La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure

des diameétres des halos d’inhibitions au tour des disques I’aide d’une régle en (mm).
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Chapitre Il : Résultats et discussion

I-Evaluation des techniques d’extraction

I-1-Extraction des polyphénols
I-1-1-Rendement des extraits secs

Les extractions des différents composés phénoliques les plus abondants dans nos
plantes nous ont permis de calculer le rendement de chaque extrait notamment les extraits
bruts méthanoliques, les flavonoides (fraction acétate d’éthyle et n-butanol), les coumarines.

Les valeurs obtenues sont représentées dans 1’histogramme suivant :
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] 1.2
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Figure 21: Rendement des différents extraits de ’espéce Hedysarum

spinosissimum.ssp capitatum

Les résultats obtenus montrent que les rendements en extraits des feuilles et des fleurs sont

plus ou moins variables.

Le rendement trouvé dans ’extraction est plus important dans 1’extrait méthanolique brut
des feuilles et des fleurs par rapport aux extraits d’acétate d’éthyle et n-butanol, 1’ordre du
rendement comme suite :Ebr.Flr(9.83%),Ebr.Fel(6.72%),EACOEt.Fel(1.2%), EACOEt.FIr
(1.02%),En-BuOH.FIr(2.33%),En-BuOH.Fel(0.72%).

Les résultats Ebr.FIr(9.83%), sont plus proche que les resultats de Stylosanthes mucronata
de la partie supérieure Macéré 9,78 trouvé par Sanago(2008).Qui a le protocole d’extraction
ethanoliques obtenant a partir 100g .
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Les resultats obtenu trouvé par Muanda(2010) du rendement d’extraction méthanolique des
composés phénoliques de feuille de Daniella Oliveri est (13.6%) de I’extrait
MeOH/H,0(30%),et(20%) de ’extrait MeOH/H,0(70%), qui sont plus élevees par rapport
notre rendement Les résultats obtenu trouvé par Muanda(2010) de le rendement
d’extraction méthanolique des  composés phénoliques des feuilles de Desmodium
Adscendens est (32.1%) de [I’extrait MeOH/H,0(30%),et(40.6%) de I’extrait
MeOH/H,0(70%),qui sont trop élevées par rapport notre rendement.

I-2-Extraction des huiles essentielles

Il existe différents procédes d'extraction (distillation, solvants volatils, expression a
froid et COz2 supercritique) mais, pour l'aromathérapie, seuls quelques-uns assurent une
bonne qualité finale. L'obtention des huiles essentielles se fait généralement soit par

hydrodistillation, soit par expression a froid (zestes).

Dans notre cas, les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation en utilisant
un appareil de clevenger

Le rendement d’extraction est calculé suivant la formule ci-dessous:

RHE (%) =M,/ Mox 100

0.40
0,4 -

o

S w

w o
1 1

0.25
0,25 -

Rendement (%)

o
N
1

015 | 0.125

0,1 0.07

0,05 - I

HE FIr HE Fell HE Fel2 HE Fel3
Huiles Essentielles extraites

Figure 22 : Rendement des huiles essentielles de Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.
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HE FIr : Huile essentielle extraite de fleurs dans notre étude;

HE Fell: Huile essentielle extraite de feuilles dans notre étude;
HE Fel2 : Huile essentielle extraite de feuilles par Muanda (2010);
HE Fel3: Huile essentielle extraite de feuilles par Muanda (2010).

D’apres les résultats trouvés par Muanda (2010), dans D. oliveri le rendement d’HE est

0.40% et dans D. adscendens est 0.25%, donc notre rendement est faible que le rendement

de deux espéces.

I-3-Extraction des coumarines

3.9

3,5 1

2,5 A
1.4

Rendement %
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coumarine feuille coumarine fleurs

Type d'extrait

Figure 23: Rendement des coumarines de Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

Les résultats obtenus de notre travaille indiqué que les extraits des coumarines de deux
parties (Fel et FIr) ont été exprimeés en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse
de la plante. Le rendement le plus élevé a été observé avec I’extrait de coumarine de feuille

qui est (3.9%) qui celui de celle avec 1’extrait de coumarine des fleurs qui est (1.4%)
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I1-Analyse quantitatives des extraits

I1-1- Chromatographie sur couche mince

Pour un essai d’analyse qualitative de contenu phénolique de nos différents extraits
(EBr,EACOH ,En-BuOH) de la fleur et de la feuille de la plante de Hedysarum
spinosissimum.ssp capitatum . On a utilise Chromatographie sur couche mince (CCM),
puisqu’elle est I’'une des méthodes habituelles pour la séparation et la purification des
différents constituants d’un extrait végétale, et qui est simple a mettre en ceuvre. On a

utilisé quatre systémes d’élution de polarité différente.

Les résultats expérimentaux mentionnés dans les figures et les tableaux suivants montrent la

présence des composés phénoliques dans la feuille et dans la fleur.
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®

n.Fel- Ac.Rel” nb.Fel ~ Ac.Fel nb.fel Ac.Fel

Figure 24 : Chromatogramme résultant de la CCM des fractions AcOEt et n-buOH des
feuilles de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum (04 systemes de solvants) .
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S3 S4
ExBr Fel ExBr Fel

L]
ExBr Fel

S2
ExBr Fel

Figure 25: Chromatogramme résultant de la CCM des fractions des extraits brutes des
feuilles de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum (04 systemes de solvants).

Coum.Fel Coum.Fel Coum.Fel Coum.Fel

Figure 26: Chromatogramme résultant de la CCM des fractions des coumarines des
feuilles de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum (04 systemes de solvants).
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nb.Flr Ac.FIr

nb.Flr Ac.FlIr nb.Flr Ac.FlIr

Figure 27 : Chromatogramme résultant de la CCM des fractions des AcOEt et n-buOH des
fleurs de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum (04 systemes de solvants).
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S1 S2
ExBr Fir ExBr Flr

Figure 28 : Chromatogramme résultant de la CCM des fractions des extraits brutes des
fleurs de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum (04 systémes de solvants).

ExBr Fir ExBr Flr

Coum.FlIr Coum.FlIr Coum.FlIr Coum.FlIr

Figure 29: Chromatogramme résultant de la CCM des fractions des coumarines des fleurs
de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum (04 systéemes de solvants).
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Tableau 03 : Les Rfs et les couleurs des spots obtenus dans les quatre systémes par CCM
dans I’extrait d’acétate d’éthyle de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

N°des Extrait d’acétate d’éthyle

systemes de Feuilles Fleurs

solvants
N°des Couleur des spots | RF N°des Couleur des spots | RF
spots spots

01 01 Jaune foncée 0.06 |01 Jaune claire 0.05
02 Marron claire 0.18 |02 Bleu fluorescent 0.15
03 Rouge claire 032 |03 rose 0.22
04 Rose claire 0.57 |04 rouge 0.28
05 Mauve claire 0.65 |05 Bleu fluorescent 0.5
06 Rose claire 0.71 |06 rose 0.57
07 Rouge claire 0.84 |07 rouge foncée 0.79
08 Rouge foncée 095 | - - -

02 01 Jaune claire 035 |01 Jaune claire 0.20
02 Blue claire 0.43 |02 Bleu fluorescent 0.32
03 Rose claire 0.60 |03 Rose 0.44
04 Rouge claire 0.65 |04 Rouge 0.53
05 Marron 0.75 05 Rose 0.73
06 Rose claire 0.83 |06 Rouge 0.90
07 Marron foncée 0.89 |07 Bleu fluorescent 0.94
08 Rouge foncée 097 |08 Rouge foncée 0.95

03 01 Jaune claire 0.13 |01 Jaune claire 0.07
02 Blue claire 0.60 |02 Marron claire 0.18
03 Jaune claire 0.66 | 03 Jaune 0.25
04 Marron foncée 0.70 04 Marron claire 0.57
05 Rouge claire 0.97 |05 Blue 0.75
- - - 06 Rouge claire 0.91
- - - 07 Rouge foncée 0.94

04 01 Jaune claire 0.08 |01 Vert claire 0.48
02 Bleu claire 0.69 |02 Rouge 0.86
03 Rose 0.87 |03 jaune 0.96
04 rouge 095 |- - -

Dans le systeme de solvant N°01 : Chloroforme /Acétate d’éthyle (8/2), le nombre des spots
dans la fraction d’acétate d’éthyle de Hedysarum  spinosissimum.ssp capitatum est
semblable dans les feuilles et dans les fleurs, avec variabilité des Rf et de différents
couleurs.

Dans le systeme de solvant N°02 : Chloroforme/Méthanol (9/1), le nombre des spots dans
la fraction d’acétate d’éthyle de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum sont égales dans
les feuilles et dans les fleurs, avec variabilité des Rf et de différents couleurs.
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Dans le systeme de solvant N°03 : Chloroforme/Méthanol (7/3), les fleurs sont riches en
composés phénoliques (7spots), que les feuilles (5spots), avec variabilité des Rf et de
différents couleurs.

Dans le systéeme de solvant N°04 : Méthanol/ Acétate d’éthyle/Hexane (7/4/0,5), le nombre
des spots est semblable dans les feuilles et dans les fleurs, avec variabilité des Rf et de
différents couleurs.

Tableau 04 : Les Rfs et les couleurs des spots obtenus dans les quatre systemes par CCM
dans I’extrait n-Butanol de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

N°des Extrait n-Butanol

systemes de Feuilles Fleurs

solvants
N°des Couleur des spots | RF N°des Couleur des spots | RF
spots spots

01 01 Jaune foncée 0.06 01 Bleu fluorescent 0.07
02 Bleu claire 0.13 02 Marron claire 0.49

02 01 Jaune foncée 0.06 |01 Jaune claire 0.08
02 Jaune claire 0.12 02 Blue fluorescent 0.22
03 Blue fluorescent 0.22 |03 Blue claire 0.89
04 Marron claire 0.38 - - -

03 01 Jaune 0.06 |01 Marron foncée 0.40
02 Jaune claire 0.41 02 Jaune claire 0.96
03 Blue fluorescent 0.65 |03 - -
04 Jaune claire 0.73 - - -
05 Marron claire 0.80 | - - -
06 Jaune marron claire | 0.93 - - -

04 01 Jaune claire 041 |01 Marron 0.39
02 Bleu fluorescent 0.87 |02 jaune 0.94

Dans le systéme de solvant N°01 : Chloroforme /Acétate d’éthyle (8/2), et dans le systéme
de solvant N°04 : Méthanol/ Acétate d’éthyle/Hexane (7/4/0,5), le nombre des spots dans la
fraction de n-butanol de Hedysarum spinosissimum.ssp capitatum est égale dans les
feuilles et dans les fleurs, avec variabilité des Rf et de différents couleurs.
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Dans le systeme de solvant N°02 : Chloroforme/Méthanol (9/1), le nombre des spots est
semblable dans les feuilles et dans les fleurs, avec variabilité des Rf et de différents
couleurs.

Les feuilles donnent une meilleure séparation des composés phénoliques dans le systeme de
solvant N°03: Chloroforme/Méthanol (7/3), ou le nombre des spots est supérieur (6spots),
que les fleurs (3spots).

Tableau 05: Rfs et les couleurs des spots obtenus dans les quatre systémes par CCM dans
I’extrait brut de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

N°des Extrait brut

systemes de Feuilles Fleurs

solvants
N°des Couleur des spots | RF N°des Couleur des spots | RF
spots spots

01 01 Jaune claire 0.03 |01 Blue fluorescent 0.27
02 Rose claire 0.06 |02 Rose claire 0.31
03 Rose 0.09 | 03 Blue fluorescent 0.73
04 Rouge 012 |04 Rose claire 0.94
05 Rose 0.15 |05 Rouge 0.98
06 Rose claire 0.26 | - - -
07 Rouge 0.46 | - - -
08 Blue fluorescent 093 | - - -

02 01 Jaune claire 032 |01 Jaune claire 0.94
02 Rouge 041 |02 Bleu claire 0.96
03 Rose 0.53 - - -
04 Rouge 085 |- - -
05 Blue fluorescent 096 | - - -

03 01 Jaune 0.50 01 Marron 0.16
02 Jane foncée 0.58 |02 Bleu 0.82
03 Bleu 0.83 |03 marron claire 0.96
04 Rouge 095 | - - -

04 01 Jaune claire 0.18 |01 Jaune foncée 0.12
02 Rose 0.40 02 Jaune claire 0.70
03 Rouge 0.81 |03 Marron 0.88
04 rose 0.97 04 Blue fluorescent 0.94

Les feuilles donnent une meilleure séparation des composés phenoliques dans le systeme de
solvant N°01: Chloroforme /Acétate d’éthyle (8/2) ou le nombre des spots est supérieur
(8spots), que les fleurs (5spots).et dans le systeme de solvant N°02 : Chloroforme/Méthanol
(9/1), ou le nombre des spots est supérieur (5spots), que les fleurs (2spots).
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Dans le systeme de solvant N°03: Chloroforme/Méthanol (7/3), le nombre des spots est
semblable dans les feuilles et dans les fleurs.

Dans le systeme de solvant N°04 : Méthanol/ Acétate d’éthyle/Hexane (7/4/0,5), le nombre
des spots est égale dans les feuilles et dans les fleurs.

Tableau 06 : Rfs et les couleurs des spots obtenus dans les quatre systemes par CCM dans
les coumarines de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

N°des Extrait des coumarines

systemes de Feuilles Fleurs

solvants
N°des Couleur des spots | RF N°des Couleur des spots | RF
spots spots

01 01 Jaune claire 019 |01 Marron claire 0.32
02 Rouge 0.36 |02 Jaune claire 0.90
03 Rose 0.47 |03 Bleu fluorescent 0.96
04 rouge 058 | - - -
05 rose 0.63 - - -
06 rouge 079 | - - -
07 bleu Claire 094 | - - -

02 01 Jaune claire 011 |01 Jaune claire 0.22
02 Bleu claire 0.85 |02 Bleu fluorescent 0.97
03 Bleu fluorescent 0.93 - - -

03 01 Jaune 0.10 |01 Jaune claire 0.06
02 Bleu claire 0.93 |02 Bleu fluorescent 0.73
03 rouge 096 | - - -

04 01 Jaune 0.78 01 Jaune 0.78
02 rouge 095 |02 Bleu fluorescent 0.94

Dans le systétme de solvant N°02 : Chloroforme/Méthanol (9/1), et le systeme N°03:
Chloroforme/Méthanol (7/3), le nombre des spots est semblable dans les feuilles et dans les
fleurs.

Les feuilles donnent une meilleure séparation des composés phénoliques dans le systeme de
solvant N°01: Chloroforme /Acétate d’éthyle (8/2) ou le nombre des spots est supérieur
(7spots), que les fleurs (3spots)

I11-Résultats des tests biologiques

I11-1-Activités antioxydant
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> Détermination de ’activité anti-radicalaire des extraits de Hedysarum

spinosissimum ssp Capitatum par la méthode de DPPH :

L’activité antioxydant des différents extraits et de [I'huiles essentielles Hedysarum
spinosissimum  ssp  Capitatum vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm. Les résultats obtenus

sont représentés sous forme de droites dont les équations sont les suivantes :
Extrait méthanolique brute :
Feuilles : y=0.328x+44.30 R?=0.838
Fleurs: y=0.259x+45.77 R?=0.899
Extrait d’acétate d’éthyle :
Feuilles : y=0.409x+49.96 R?=0. 83
Fleurs:  y=0.490x+48.36 R?=0.705
Extrait de n-butanolique :
Feuilles:  y=0.350x+49.25 R?=0.804
Fleurs:  y=0.345x+46.53 R?=0.918
Extrait des coumarines :
Feuilles : y=0.163x+3.757 R?=0.842
Fleurs: y=0.700x+2.205 R?=0.944
Huiles essentielles :
Feuilles: y=0.747x+6.583 R?=0.784
Fleurs:  y=0.52x+8.008 R?=0.858
BHT :

Feuilles:  y=0.619x+8.67 R?=0.943
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Figure 30: Représentation de 1’Inhibition du radical DPPH par 1’estimation des valeurs
d’ICs des différents extraits de Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

L’activité anti radicalaire de nos extraits est exprimée en IC50. La figure N°29montre que
une comparaison générale déduite sous forme d’histogrammes des résultats obtenus pour
tous les extraits des deux parties (feuilles et fleurs) de la plante étudiée et ceux du
I’antioxydant standard BHA qui montré une activité antioxydant puissante avec une IC50
de I’ordre de (66.76 pg/ml).

L’analyse des résultats d’ICso de nos extraits, montre que ’extrait de n-butanol et I’extrait
d’acétate d’éthyle des feuilles de Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum. Indiquant une
meilleure activité antioxydant que celles des fleurs avec ICsp (2.14 pg/ml) et (2.21 pg/ml),
respectivement et (10.057 pg/ml) et (3.346 pg/ml) de celle des fleurs respectivement.

Par contre 1’extrait brut des fleurs montre la meilleure activité avec une 1Csq (16.33 pg/ml)

par apport des feuilles qui est (17.37 pg/ml).

Les huiles essentielles des fleurs de notre plante a une activité antioxydant faible que celle
des feuilles avec I1Cso (80.57 pg/ml) et (58.12 pg/ml).

On constate que les coumarines des feuilles et des fleurs de la plante étudiée présente une

activite plus faible qui les déférents extraits. Avec ICsy (283.69 pg/ml) et (74.57 pg/ml).
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Ce dernier résultats est similaire de celui acquis par Muanda (2010), qui remarque que les
valeurs des ICs, des extraits étudies varient entre (2.7ug/ml et 10.2 pug /ml). Pour les feuilles
de Daniella oliveri qui possedant des propriétés antioxydant intéressantes ce qui se
manifeste par de faibles valeurs de ICso. Il est trouve aussi une activité de balayage des

radicaux élevée avec 1Cso (4pg/ml) pour les feuilles de Desmodium adscendens.

I11-2-L’activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de la plante Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum a été réalisée par la technique de diffusion des disques sur milieu solide, Muller
Hinton Agar. Cet a permis de déterminer 1’action des extraits de la plante dissouts dans le
DMSO sur les différentes souches, celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition
autour du disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait comme témoin de I’absence
de la croissance bactérienne dans cette zone.

Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un
autre. La variation de I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs

compositions chimiques.

Les résultats obtenus sont présentés dans les figures et les tableaux ci-dessous :
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S.aureus Praeruginosa
D ® \

Figure 31: I’effet de 1’acétate d’éthyle de la fleur de Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum. Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations
d’extraits

S.aureus E. cocci

Figure32 : I’effet de ’acétate d’éthyle de la feuille de Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum. Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations
d’éxtraits

Figure 33:I’effet de n-butanol de la feuille de Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum. Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations
d’extraits

E. cocci S.aureus

Figure 34: D’effet de n-butanol de la fleur de Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum. Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations
d’extraits.
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P<aerugifesa

Figure 35: I’effet d’extrait brut de la feuille de Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.
Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations d’extraits.

S.aureus P. aeruginosa

Figure 36: I’effet d’extrait brut de la fleur de Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.
Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations d’extraits.

-~

.=

S.aureus P. agruginosa

Figure 37: D’effet de coumarine de la feuille de Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations
d’extraits.

S.aureus

Figure 38: I’effet de coumarine de la fleur de Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum. Sur les souches bactériennes testées en présence de différentes concentrations
d’extraits.

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolise par
des signes d’apreés la sensibilité des souches des polyphénols :
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Non sensible(-) ou résistante : diametre <8 mm ;

Sensible(+) : diametre compris entre 9 a 14 mm ;

Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15a 19 mm ;
Extrémement sensible (+++) : diamétre >20 mm (Madjour, 2014).

Tableau 07: les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) de

I’extrait brute de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

Partie

' Les dilutions de "EBr du Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
Sl 12 14 18 1/16 sensibilitt 1/2 1/4 1/8 1/16 sensibilité
E. coli 7 8 8 9 + 15 16 13 10 ++
S. aureus 7 8 9 10 + 13 10 12 10 +
P. aeruginosa 10 7 6 9 + 7 8 7 6 +
E. cocci 8 11 11 13 + 16 15 14 15 ++

Les résultats obtenus dans le tableau 07 et les figures 33; 34 montrent que:
I’activité antimicrobienne est remarqué dans 1’extrait brute est remarqué des fleures et des
feuilles de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum vis-a-vis les quatre souches (E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa, E. faocalis), avec un diamétre de zone d’inhibition varié de

6a 16mm.

Le pouvoir antibactérienne le plus élevé de I’extrait brute est observé chez les fleurs : pour
E. coli dans les faibles concentrations 2 et 4 avec une zone d’inhibition de 15mm et16mm et

13mm, 10mm pour les concentrations 8 et 16 respectivement.

Pour E. faocalis une zone d’inhibition compris de 16mm, 15mm dans les concentrations2 et
16 avec respectivement, et des zones d’inhibitions 15 et 14 dans les concentrations

intermédiaires 4 et8.

Pour P. aeruginosa ,une zone d’inhibition proche chez les différentes concentrations entre

6mmet 8mm.

Chez les feuilles on constate que une activité inhibitrice moins efficace par apport les fleurs,
une zone d’inhibition maximale de 13mm dans la concentration 16 chez E. faocalis , et une

zone d’inhibition minimale de 6 dans la concentration 8.
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

L’étude réalisée par Muanda (2010), sur les extraits méthanoliques, montre une activité
plus élevée pour I’inhibition des germes sur des feuilles de Daniella oliveri, pour E. coli
(12mm), s. aureus (10 mm), P. aeruginosa (14 mm), les extraits méthanoliques des feuilles
de Desmodium adscendens a un effet inhibiteur vis-a-vis E. coli (12mm), S.aureus (13 mm),

P. aeruginosa (11 mm).

Tableau 08: les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) de
I’extrait acétate d’éthyle de plante Hedysarum spinosissimum subsp Capitatum.

Partie Feuilles Fleurs

Les dilutions de ’EAcOEt du Hedysafum spinosissimum ssp Capitatum
SO 12 1/4 1/8 1/16 sensibilitt 1/2 1/4 1/8 1/16 sensibilité
E. coli 6 7 8 9 + 10 12 16 15 ++
S. aureus 7 2 3 5 _ 7 9 11 10 +
P. aeruginosa 7 8 7 9 + 11 8 12 9 +
E. cocci 8 10 12 13 + 12 13 15 12 ++

Les résultats obtenus dans le tableau 08 et les figures 30montrent que :

I’extrait acétate d’éthyle des fleurs posséde un meilleur effet antibactérien avec des zones

d’inhibitions varient entre (10 a 16 mm) chez E. coli et (12 & 15 mm) chez E.faocalis.

pour s. aureus et P. aeruginosa une zone d’inhibition entre (7 et 11mm) et (8 et 11 mm)
respectivement. En outre, on remarque que la sensibilité des souches bactériennes a acétate
d’éthyle des feuilles de la plante étudiée est faible, ou on trouve une zone d’inhibition entre
(6 et 9 mm) pour E. coli, de (7 a 9 mm) pour P. aeruginosa, une faible activité (2 a 7 mm)

présente chez S. aureus.
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

Tableau 09: les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) de

I’extrait n-butanol de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

Partie Feuilles Fleurs

Les dilutions de n-BuOH du Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
Sl 12 1/4 1/8 1/16 sensibilitt 1/2 1/4 1/8 1/16 sensibilité
E. coli 5 6 8 9 + 5 6 5 7 _
S. aureus 7 9 8 7 + 7 6 5 5 _
P. aeruginosa 6 6 8 9 + 5 5 7 6 _
E. cocci 6 8 10 13 + 8 6 9 7 +

Les résultats obtenus dans le tableau 08 et les figures montrent que: Dactivité
antimicrobienne est remarqué dans 1’extrait de n-BuOH des feuilles vis-a-vis toutes les
souches 1a ou on remarque une zone d’inhibition de (6 a 13 mm) chez E. faocalis, et entre (6
a 9 mm) chez les autre souches. Par contre, les souches E. coli, S. aureus, P. aeruginosa été
non sensibles au I’extrait de n-BuOH de fleurs, sauf I’exception de E.faocalis dont leur zone

d’inhibition est entre (6 et 9 mm).

Tableau 10: les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) de

I’extrait des coumarines de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.

Partie Feuilles Fleurs

Les dilutions des coumarines du Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
SIS 12 14 18 1/16 sensibilitt 1/2 1/4 1/8 1/16 sensibilité
E. coli 8 8 10 9 + 10 13 12 13 +
S. aureus 10 8 6 9 + 7 9 10 13 +
P. aeruginosa 9 11 12 11 + 11 13 12 10 +
E. cocci 12 11 11 12 + 11 9 11 13 +

Les résultats présentés dans le tableau 10 et les figures 37 ,38 montrent que :

Les quatre souches ¢étudiées sont sensibles pour D’extrait des coumarines de plante
Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum. Présente une méme sensibilité dans les deux
partie Feuilles et Fleurs, dont les souches bactériennes testées sont inhibés avec un degré
différent, avec des zones d’inhibitions entre (8 et 10 mm) chez E. coli et de (11 et 12mm)
chez E.faocalis pour les Feuilles, et entre (7 et 13 mm) chez s. aureus et de (10 et 13mm)

chez s. aureus et E. coli  pour les Fleurs.
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Conclusion

Conclusion

A T'heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme une source de matieres
premiéres essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise
au point de futurs médicaments. A cet effet, les métabolites secondaires font 1’objet de
nombreuses recherches, ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont
largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires,

inhibiteurs enzymatiques, antibactérienne ou antioxydants.

Dans le présent travail, s’est porté sur I’étude des activités biologiques et de la
phytochimie de Hedysarum spinosissimum ssp. capitatum plante médicinale de famille
de Fabacées, Il a permis de mettre en évidence a travers une analyse phytochimiques, la

richesse de cette plante en composés phénoliques.

La plante étudiée Hedysarum spinosissimum ssp. capitatum a été soumise a une
extraction des composés phénoliques par macération hydroalcoolique, pour les deux
parties (Feuilles et Fleurs). Les résultats obtenus montrent que les rendements en
extraits sont variables selon les parties de notre plante et que le rendement le plus élevé
est enregistré avec I’extrait brut des feuilles suivi par ’extrait bruts des fleurs avec des
pourcentages de 9.83%et 6.72% respectivement. Tandis que les plus les plus faibles
sont notés chez I’extrait butanolique des fleurs suivies par 1’extrait d’acétate d’éthyle de
deux parties feuilles et fleurs, avec 0.72 et 1.20,1.02 % respectivement. Tandis que le
rendement des huiles essentielles des deux parties feuilles et fleurs qui est trés faible,
avec 0.125%et 0.07%. Pour le rendement des coumarines chez les feuilles et les fleurs
est compris de 3.9%et 1.4 %.

L’analyse qualitative par la méthode de CCM montre que la présence des déférents
composées phénoliques dans les déférentes extraits de notre plante étudie avec une
variabilité des nombres des spots et des couleurs avec des quatre systemes solvant. Les
trois systemes de solvant [chloroforme /acétate d’éthyle (8 :2) ; chloroforme/Methanol
(9:1) ; chloroforme/Methanol (7 :3)] sont les systemes qui donnant une meilleure
séparation des molécules, pour I’extrait d’acétate d’éthyle de deux parties (feuilles et

fleurs)
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Conclusion

Le teste de I’activité biologique des extraits de cette plante montre qu’ils possédent une
activité antioxydant qui déterminé par la méthode de DPPH avec 1C5p=2.14 pg/ml, et
une activité antibactérien des extraits issus de notre plante par la méthode de diffusion
en milieu gélosé, a permis de conclure que, nos extraits sont actifs sur les souches
bactériennes testées a 1’exception de 1’extrait butanolique contre Staphylococcs aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococci faocalis. Cette derniere souche
est la plus sensible aux extraits testés avec des diameétres d’inhibition varient entre 14 a

16 mm.

En fin, la présente étude montre la richesse de cette plante étudiée en composés
phénoliques, ce qui montre I'importance de leurs utilisations en médicine locale comme

agents antimicrobiens et antioccidentaux.
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Annex01 : Différents extraits de plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum

Annex02 : Préparation des extraits de pour Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum

(étape de ’activité antioxydant)



Annex03 : Rendements des huiles Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex04 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de 1’extrait brut des feuilles de la plante
Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex05 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de 1’extrait brut des fleurs de la plante
Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex06 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de 1’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles
de la plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex07 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait d’acétate d’éthyle des fleurs de

la plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex08 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait butanolique des feuilles de la

plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex09 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait butanolique des fleurs de la
plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex10: Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait de coumarine des feuilles de la
plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex11 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait de coumarine des fleurs de la
plante Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex12 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant d’huile essentielle des feuilles de la plante
Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex13 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant d’huile essentielle des fleurs de la plante
Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum
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Annex14 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de BHT.
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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I'étude de I’activité biologique de la plante Hedysarum spinosissimum ssp
Capitatum.Plante médicinale,appartenant a la famille des Fabacées, alors il porte sur notre objectif sera alentour
I'étude phytochimique et I'activité biologique (Antioxydant et Antibactérienne) des feuilles et des fleurs. Les
extractions sélectives ont révélés des rendements importants 1l a été estimé au taux le plus élevé d'extraits brut de
feuilles et de fleurs, et le taux de rendement était de 9,3% et 1,4%, sauf les huiles essentielles des feuilles et des
fleurs (0.12% et 0.07%), les extraits des coumarines a été obtenus a partir des extraits bruts des feuilles et des
fleurs, les rendements respectifs sont 9.3% et 1,4% L’analyse qualitative par la méthode de chromatographie
sur couche mince CCM indique une séparation des nombreuses composées phénoliques avec trois systemes
solvant pour I’AcOEt des deux parties. Le teste de I’activité biologique des extraits de cette plante montre qu’ils
possedent une activité antioxydant qui déterminé par la méthode de DPPH avec ICs, comprises entre 2.14 et
17.37 pg/ml, tandis que les huiles essentielles et les coumarines montrant la plus faible activité. En parallele,
l’activité antibactérienne a été déterminée selon la méthode de diffusion par disque sur quatre souches
bactériennes: E. coli, S. aureus, P. aeruginosa etE. faocalis, les résultats obtenus montrent que les coumarines et
les déférents extraits ont de bonne activité antibactérienne sauf I’En-BuOH.

Mots clés :Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum, activité biologique, huile essentielles, les coumarines,

activité antibactérienne, activité antioxydant .

Abstract

This work is part of the study of the biological activity of the plant Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum.
Medicinal plant, belonging to the Fabacées family, then it relates to our goal will be around the phytochemical
study and the biological activity (Antioxidant and Antibacterial) of leaves and flowers. Selective Extractions
Revealed Significant Yields It was estimated at the highest rate of crude leaf and flower extracts, and the rate of
return was 9.3% and 1.4%, except for leaf and flowers essential 0ils(0.12% and 0.07%). the extracts
of coumarins was obtained from the raw extracts of leaves and flowers, the respective yields are 9.3% and 1.4%.
The qualitative analysis by the method of chromatography on thin layer TLC indicates a separation of the many
phenolic compounds with three solvent systems for the AcOEt of both parts. The test of the biological activity of
the extracts of this plant shows that they possess an antioxidant activity which determined by the method of
DPPH with IC50 between 2.14 and 17.37 ug / ml, while the essential oils and the coumarins showing the
weakest activity. In parallel, the antibacterial activity was determined according to the disk diffusion method on
four bacterial strains: E.coli, S.Areas, P.aeruginosa and E.faocalis, the results obtained show that the extracted
coumarins and differences have good antibacterial activity except En-BuOH.

Key words:Hedysarum spinosissimum ssp Capitatum, biological activity, essential oil, coumarins, antibacterial

activity, antioxidant activity.
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