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Introduction

Les plantes sont connues depuis les temps les plus anciens et a travers toutes les
civilisations: par leurs divers utilisations dans plusieurs domaines, tels que le domaine
alimentaire, industriel et surtout dans le domaine médical ou elles sont désignées sous le nom
de "plantes médicinales” et ou elles sont utilisées pour la thérapie et le traitement de I'appareil
circulatoire, respiratoire et digestif au fait qu'elles contiennent des métabolites secondaires qui
ont des propriétés biologiques variables, d'ailleurs en Afrique et plus précisément en Algérie
et tous les pays du Maghreb, presque toute la population emploie ces plantes pour des usages
thérapeutiques. La majeure partie des médicaments actuels sont naturels, ils peuvent étre
fabriqués par hémi-synthése, c'est-a-dire a partir des extraits des plantes contenant les
principes actifs ou par modification d’un produit naturel, comme les vaccins. Mais
malheureusement la plupart de ces plantes sont moins exploitées, comme le cas du genre
"Calycotome" qui appartient a la famille des ‘fabacées™, la sous-famille des "Papillionoideae”
et qui est originaire de la Méditerranée (Algérie et I'Espagne) et qui contient 5 especes, telles
que: Calycotome. villosa, Calycotome spinosa Link. Cette derniére est trés utilisée comme un
agent anti-tumoral en médecine traditionnelle et pour le traitement de diverses pathologies et
malgré ca, elle n'est pas bien illustrée dans la littérature, en plus I'extraction des polyphénols
avec des activités antioxydantes a partir de cette plante selon les recherches effectuées se
limite par l'utilisation des méthodes conventionnelles, comme "“La décoction, l'infusion et la
macération", Donc pour cela on a choisi de faire I'extraction de ces composés bioactifs par la

technique d'ultrasons qui est un peu nouvelle.

L’objectif de notre étude consiste donc a la valorisation de la plante endémique C.
spinosa pour des fins pharmacologique, le travail a été subdivisé en deux grandes parties :
Partie théorique : englobe les données théoriques sur Calicotome Spinosa L., les radicaux
libres, stress oxydant ainsi que les antioxydants:

Partie pratique : illustre les axes suivants :
1- Extraction des polyphénols de la plante par ultrason (fleurs et feuilles) ;
2-Quantification des composés phénoliques : polyphénols totaux, flavonoides ;

3- Evaluation, in vitro, des activités anti-oxydantes des extraits obtenus.
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| .Généralité
1.1 Famille des fabacées

La famille des fabacées (faba, féve) autrement appelée "les légumineuses” en raison
de son fruit qui est nommé “gousse” ou "légume" est I'une des familles les plus intéressantes
d'angiospermes, qui est composée de 730 genres et 19400 espéces

). L'usage de cette famille est multiple, donc les espéces de cette famille
peuvent-étre utilisées comme: Plantes horticoles, pour extraire leurs huiles, leurs fibres ou
bien comme remeédes ( ). Elle
est localisée soit au niveau des zones tempérées (équilibrées), soit au niveau des zones
tropicales. Elle contient principalement 2 formes: La forme arborescente et la forme herbacées
qui sont situées au niveau des régions chaudes et tempérées respectivement. Ca répartition
géographique dépend de la quantité d'azote nécessaire pour l'adaptation de la plante aux
conditions environnementales et cet azote est fixé essentiellement par des bactéries fixatrices
d'azote du type rhizobium qui se trouvent au niveau des racines de cette famille de plantes

).Cette famille
posséde une variété multiple de caractéristiques, ses especes se trouvent sous divers formes:
des herbacées, des arbustes, des arbres ou des plantes grimpantes, elles possedent des vertus
thérapeutiques et sont employées en médecine traditionnelle ( ).Ses
especes sont réparties entre les zones froides et les zones tropicales ( ). Possédent
des propriétés morphologiques presque identiques, avec une variation énorme de leurs

feuilles et de leurs fleurs et cette variation est liée directement a leur degré d'évolution (

).
1.2 Classification des fabaceae

L'étude phylogénétique de cette famille se base sur le géne chloroplastique rblc4, qui supporte
la théorie monophylétique (ils viennent du méme ancétre commun) des fabaceae qui sont

divisées en 4 sous-familles:

- la sous-famille de Bauhinioides, avec les arbres a Orchidées (Bauhinia) et les arbres de

Judée (Cercis)
- la sous-famille des Mimosoideae

- la sous-famille des Caesalpinoideae
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- la sous-famille des Papilionoideae ou Faboideae comprenant le genre Derris (Lattanzi.,
2008 ; Morel, 2011; Mokhtari., 2012).

I. 3 Utilisations thérapeutiques

Les fabaceae ont plusieurs usages thérapeutiques, comme: Les graines de fenugrec,
riches en mucilages et en tannins et qui sont trés utilisées pour prendre du poids, les 2 plantes:
Cassia acutifolia et Cassia angustifolia ont des propriétés laxatives grace a leurs dérivés
anthracéniques (dérivés des quinones avec propriétés laxatives utilisées dans le cas de la
constipation), Le baume du Pérou est un bon cicatrisant et antiseptique, la racine de,
Glycyrrhiza glabra, est composée de saponosides et de flavonoides et présente des activités
anti- inflammatoires, et antispasmodiques(Morel., 2011).Cette famille se distingue par la
propriété phyto-oestrogénique de ses especes, grace aux isoflavones qu'elles contiennent,
comme I'exemple le plus connu du "soja", ces isoflavones leur conférent la particularité de

jouer le role des hormones dans le cas des cancers hormono-dépendants (Morel., 2011).

1.4. La sous-famille des Papilionoideae

Se distingue des autres par ses propriétés morphologiques qui sont variables, Ses
feuilles peuvent-étre alternes, stipulées ou pennées, ses fleurs sont a corolles sous forme d'un
papillon, ses fruits appelés gousses (\Wojciechowski et al., 2004 ; Lattanzi., 2008; Mokhtari.,
2012). En plus de ces propriétés, elle est connue traditionnellement par un ensemble de
critéres qui sont actuellement des synapomorphies de cette famille, comme: la présence de
bois avec un parenchyme prédominant axial paratrachéal, des vaisseaux avec des trous
alternés et de simples perforations. Sa préfloraison est descendante et ses fleurs sont cyclisées,
hermaphrodites et fortement zygomorphes par la corolle. La corolle, a symétrie bilatérale,
possede une forme dite « papilionacée » c’est a dire qu’elle est composée de cing pétales
organisés en forme de papillon. Le pétale dorsal (appelé aussi vexillum ou plus couramment
étendard), recouvre les deux pétales latéraux ou ailes. Ces derniers recouvrent a leur tour, les
deux petales inférieurs, libres ou unis par leur bord interne sur une certaine longueur
(Wojciechowski et al., 2004 ;Lattanzi ., 2008 ;Mokhtari., 2012).
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I1. Description de Calicotome spinosa L.

I1.1.1 Le genre Calicotome

Calicotome (ou Calycotome), du grec Calice (calice) et Temno (coupé) vient du fait que
le calice (cup) apres la floraison se coupe d'une maniere circulaire (Cherfia et al., 2017). Le
genre Calicotome a été créé par Link, Le mot "Calicotome” s'écrivait avec "y" dans
I'ancienne flore, le "u™ grec traduit le™y" en francais), mais dans la nouvelle flore, il faut un "i".
Le genre Calycotome est un groupe de la famille des Fabacées. Il forme la troisieme
famille la plus importante du régne végetal (presquel6 000 especes) apres les Astéracées et
Orchidacées, Ce groupe est connu par ses épines et par son origine qui est méditerranéenne
(Cherfia., 2020). De plus, 5 espéces peuvent-étre mentionnées dans ce genre au niveau de
cette méme région, comme: Calicotome spinosa L., Calicotome infesta (Calicotome Presl)
Guss., Calicotome villosa ( Poir.) Lien, Calicotome rigida (Viv.) Rothm. et Calicotome

fontanesii Rothm(Lattanzi., 2008) .

11.1.2 Caractéristiques généraux de Calicotome spinosa L.

Calicotome spinosa L., autrement nommé "Genet épineux” ou "Balai épineux" (Salmi
et al., 2018). Tres utilisé dans le domaine de la médecine traditionnelle dans le monde et plus
particulierement en Algérie (Cherfia et al., 2017).Cet arbuste appartient a la famille des
fabacées (Larit et al., 2012 ; Cherfia et al., 2017), et se caractérise par le fait qu'il possede des
fleurs trifoliées et jaunes au printemps, et qu'il se trouve au niveau du bassin
méditerranéen (Larit et al., 2012 ;Cherfia et al., 2017).

Figure 1 : Calicotome spinosa L. (Cherfia., 2020)
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Elle est caractérisée principalement par ses fleurs jaunes (Damerdji., 2012; Cherfia et
al., 2017), ses racines nodulantes contenant des bactéries fixatrices d'azoteet par le fait qu'il
est combustible , il a aussi la particularité de supporter des températures jusqu'a -10°C, cette
plante aime les sols siliceux (Damerdji., 2012; Cherfia et al., 2017) Et elle contient un
pourcentage trés important en protéines c'est pourquoi il est un complément alimentaire
hautement efficace. De plus, elle est cultivée comme plante ornementale (Cherfia et al.,
2017).

11.1.3 Distribution géographique

Calicotome spinosa L. est une plante thermophile (Cherfia et al., 2017), de la
méditerranée occidentale qui se trouve au niveau des endroits ensoleillés ou il y a des sols
rocheux, dans les bois, les prairies, sur les sols dégradés de nature calcaire ou acide et aux
limites des routes .c’est une espéce indigene de 1'Algérie, de Libye, d'ltalie, de France et
d'Espagne, elle a été cultivée en nouvelle Zélande et en Australie comme plante ornementale

et de haie pour la protection des jardins. (Salmi et al., 2018)
11.1.4 Taxonomie, nom vernaculaire et description botanique :

Son nom vernaculaire est EI Guendoul et sa position taxonomique est la suivante:
(Damerdji., 2012; Cherfia et al., 2017)

Régne : Plantae.

Sous-régne : Tracheobionta.
Superdivision : Spermatophyta.
Division : Angiospermes.
Classe : Edudicotylédones.
Sous-classe : True Rosidae.
Ordre : Fabales.

Famille : Fabaceae.
Sous-famille : Faboideae Rudd.
Genre : Calicotome Link.

Espece : Calicotme spinosa L.

Calicotome spinosa L. est un arbuste épineux (Damerdji., 2012), trifolié de la famille des
fabacées, dont la la longueur peut arriver jusqu'a 3m, il est connu par ses fleurs jaunes au

printemps ,il posséde plusieurs branches épineuses sur Lesquelles se trouvent des épines
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denviron 7,5 cm de long, des feuilles de couleur verte foncée ou grisatre noircissant a la
dessiccation, des fleurs séparées ou bien regroupées 2 a 4 des gousses glabres qui ont une
taille comprise entre 2,5 et 4cm avec une couleur noire, grise ou bien brun rougeatre, a
I'intérieur desquelles se trouvent des graines d'un nombre de 3-15 qui sont lisses, brillantes et

brun jaunes ,d’environ 3,5 mm de long et 2 mm de large (Cherfia et al., 2017).

Figure 2 : L’aspect morphologique des feuilles et des fleurs de Calicotome spinosa L.
(Mokhtari., 2012)

Tableau I : Description botanique de Calicotome spinosa L. (Cherfia., 2020)

Partie de la plante Description

Origine du nom Le nom "Spinosa" vient du fait que la plante posséde des épines au

niveau de ses branches.

Tiges et branches Les tiges sont minces et espacées sous forme de buissons sur les

quelles se trouvent des branches qui sont épineuses et divariquées

('angle entre les tiges et les branches est presque droit).

Feuilles Les feuilles sont trifoliées, petites pliés avec différents degrés.
Fleurs La floraison s'effectue a la fin de I'hiver .Les fleurs sont jaunes,
Solitaires ou groupées 2-4, leur calice porte des poils soyeux et se
coupe circulairement au milieu au moment de la floraison.
Fruits

Les fruits sont appelés gousses, , de trois a quatre cm de long, , glabres

I
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et noires a maturité, a I'intérieur des quelles se trouvent des graines de

couleur brun jaunatre.

Racines Les racines sont pivotantes, elles contiennent a leur surface des nodules

contenant des bactéries qui participent a la fixation de l'azote.

Autres noms Calycotome épineux (spinosus)
- Argelus (nom courant) en francgais

- Thorny Broom ou Spiny Broom en anglais
- Spartium spinosum L, en espagnol

- Guendoul en arabe.

11.1.5 Utilisation thérapeutiques de la plante

Calicotome spinosa L. est trés utilisée en médecine traditionnelle du fait de ses
activités anti-oxydantes variées et puissantes (Cherfia et al., 2017). Est utilisée surtout en
thérapie pour le traitement d'une vaste gamme de maladies, comme: Les atteintes dermiques,
tels que: les gonflements et les cedemes. (Larit et al., 2012), les tumeurs en tant qu'agent anti
tumoral, (Cherfia et al., 2017) et en tant que cette plante est riche en composés
flavonoidiques , donc elle est aussi considérée comme un agent antioxydant, anti-
inflammatoire et antiallergique, qui entre dans le traitement des maladies cardiovasculaires,
des ulcéres gastriques et duodénaux, des allergies, de la fragilité vasculaire et des infections

virales et bactériennes (Larit et al., 2012).
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I11. Radicaux libres, stress oxydant et antioxydants

111.1.1 Radicaux libres

Un radical libre est un élément chimique (atome ou molécule) instable, qui posséde un
électron célibataire au niveau de son orbitale externe et qui donc cherche a se stabiliser en se
liant & une autre molécule qui est stable, pour la transformer en un nouveau radical libre par
oxydation(perdre) ou par réduction (acquérir un électron) et la rendre instable et cette réaction
peut-étre considerée comme le point de départ pour la génération en chaine de plusieurs
nouveaux radicaux libres qui sont néfastes pour la cellule (Garait., 2006; y
2019)

111.1.2 Sources endogenes

La plupart des réactions enzymatiques conduisent a la production d'oxygéne, comme:

La xanthine oxydase (enzyme qui se trouve au niveau du foie) qui oxyde la xanthine pour
donner de I’acide urique et de l'oxygéne, lors de diminution de la distribution du sang dans
I'organisme. La NADPH oxydase qui est une enzyme qui se trouve au niveau de la membrane
plasmique des phagocytes et qui conduit a la formation d'oxygéne lors de la phagocytose.
Mais, il y a egalement la production d'autres types de radicaux libres, dont les sources sont
différentes, comme: Les peroxysomes, qui générent principalement I'H202, La mitochondrie
qui produit 90% de tous les types de ROS (especes réactives d'oxygene qui comprennent le
groupe des radicaux libres) grace a sa chaine respiratoire, Les ions métalliques, comme le fer,
le cuivre peuvent interagir avec d'autres espéces peu réactives pour former des radicaux
hydroxyles. (Garait., 2006; Kada., 2018; MOUFFOUK., 2019)

111.1.3 Sources exogenes

e L'exposition aux rayons UV du soleil et le tabagisme. (ils provoquent la déorganisation
des électrons au niveau des atomes, c'est-a-dire leur transformation en radicaux libres qui
vont détruire les cellules de I'épiderme)

e La pollution de l'air provoque la production des radicaux libres, comme le NO2- et NO-
(oxide nitrique et dioxyde d'azote) qui induisent la genération d'autres radicaux libres qui
sont a l'origine d'oxydation des acides gras polyinsaturés des alveoles pulmonaires.

e Le métabolisme des médicaments et des substances toxiques comme les pesticides

produit des radicaux libres (ROS).
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e les rayons" X" stimulent les molécules photosensibles ou dégradent la molécule d'eau
pour produire l'anion superoxyde et I'oxygene singulet (
).
111.2.1 Stress oxydatif

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la production des radicaux libres qui sont
des espéces réactives de l'oxygeéne et les antioxydants par l'organisme. Ce déséquilibre
conduit & la destruction des biomolécules intéressantes de I'organisme, par exemple I'ADN,
les protéines et les lipides. En effet, notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme) ainsi que
notre mauvais comportement alimentaire sont a l'origine de ce type de stress. Ce dernier

provoque souvent des maladies cancéreuses et cardio-vasculaires. (

).
111.2.2 Conséquences moléculaires du stress oxydatif

a) Altération de la molécule d"ADN

L'altération se fait par les radicaux libres qui sont capables d'attaquer soit la liaison
entre les bases azotées et le désoxyribose , comme le cas de la guanine qui peut entrer en
interaction avec le radical hydroxyle pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG)
qui se lie a l'adénine a la place de la cytosine, soit les protéines qui sont en relation avec
I'ADN, comme les histones qui entrent dans sa structures et les facteurs de réplication ou de
transcription, ce qui entraine des mutations suivies par un cancer (Haleng et al., 2007;
MOUFFOUK., 2019).

b) Altération des protéines

Cette altération est causée également par les radicaux libres qui touchent
principalement les résidus d'acides aminés, pour les transformer en dérivés carbonylés(C=0 )
par l'ajout du groupement hydroxyle, et qui provoquent la sulfoxydation des groupements
méthionine, la chloration des groupements aromatiques et donc le clivage de la chaine
peptidique et la modification de la fonction proteique qui est difficilement corrigée et par
conséquence il y aura I'assemblage des protéines non-fonctionnelles qui forment des amas a
I'intérieur de la cellule (Haleng et al., 2007 ; MOUFFOUK., 2019).
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c) Altération des lipides

Elle touche essentiellement les phospholipides et les acides gras polyinsaturés de la

membrane plasmique, ¢a se fait selon les étapes suivantes:

- L'association d'un groupement hydrogene qui provient d'un groupement méthyle d'un acide
gras polyinsaturé (AGPI) avec un groupement hydroxyle pour la formation d'une molécule

d'eau et d'un radical libre.
- L'union du radical libre formé avec une molécule d'oxygene pour donner un radical peroxyle.

- La liaison du radical peroxyle avec un hydrogéne libéré par un autre acide gras polyinsaturé
pour former un radical peroxyde, ce qui provoque la perturbation de la structure de la

membrane cellulaire et donc la mort cellulaire.

- Les lipides peroxydiques formés peuvent- étre soit éliminés par la glutathion peroxydase,
soit oxydés nouvellement surtout en présence de fer et de cuivre par la voie de la B-oxydation
en malondialdéhyde (MDA) et en 4-hydroxynonénal (4-HNE qui sont des radicaux libres pro-

athérogenes. ( ).

111.2.3 Conséquences pathologiques du stress oxydant

Le stress oxydatif provoque l'apparition de plusieurs maladies, comme:
Les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le cancer, ’hypertension rénale des
maladies pulmonaires, 1’obésité, 1’asthme, les pathologies articulaires, le diabéte et

I'athérosclérose ( ).
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Figure 3 : Les Cibles des radicaux libres (MOUFFOUK., 2019).

111.3.1 Antioxydants et systéme de défense

Un antioxydant est un élément qui a le pouvoir de diminuer ou de blogquer I'oxydation
cellulaire et qui est de nature différente d'un compartiment a un autre au niveau de l'organisme,
c'est-a-dire qu'il peut-étre soit une enzyme catalytique, soit de nature hydrosoluble, soit de
nature liposoluble (MOUFFOUK., 2019).

I11.3.2 Mode d’action des antioxydants

Les antioxydants ont plusieurs modes d'action, par exemple ils peuvent réduire les
radicaux libres, se conjuguer avec eux pour former des complexes stables, emprisonner les
métaux de transition libres (le fer qui participe dans la formation des radicaux libres),ou bien
produire du glutathion (il permet les échanges des électrons, c'est-a-dire I'oxydo-réduction)
(MOUFFOUK., 2019).

111.3.3 Classification des antioxydants

Le r6le majeur des antioxydants c'est de garder I'équilibre intracellulaire entre les
antioxydants et les radicaux libres, c'est-a-dire qu'ils constituent le systeme de défense de la
cellule, ce systeme est divisé en 2 groupes: les antioxydants primaires enzymatiques et les

antioxydants secondaires non-enzymatiques (MOUFFOUK., 2019).
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a) Les antioxydants endogenes

e Les superoxydes dismutases
C'est une métalloprotéine responsable de la dismutation de lI'anion superoxyde en une
molécule du peroxyde d'hydrogene et d'oxygeéne, le peroxyde d'hydrogéne lui-méme va étre

dégradé par la glutathion peroxydase ou bien par la catalase.

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des isoenzymes de 3 types qui different en fonction
de leur localisation par rapport a la cellule: la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2
mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3 extracellulaire. (MOUFFOUK., 2019).

e Les catalases

La catalase est une enzyme intracellulaire située au niveau des peroxysomes des
hépathocytes et des globules rouges qui entre dans la réaction de dismutation du peroxyde
d'hydrogéne en une molécule d'eau (Haleng et al., 2007; MOUFFOUK., 2019).

e Lesglutathions peroxydases

La glutathion peroxydase est une sélénoprotéine (dépend de la présence du sélénium)
qui joue un r6le majeur dans la défense antioxydante, elle intervient dans I'élimination du
peroxyde d'hydrogéne et également des hydroperoxydes qui proviennent de I'oxydation

des acides gras polyinsaturés.

e Leschélateurs de métaux

Ce sont des protéines sériques capables de se lier aux ions métalliques hautement
toxiques comme le cuivre et le fer pour empécher leur association avec le peroxyde
d'hydrogéne (MOUFFOUK., 2019) .

e Le systeme thiorédoxine
Son role est de neutraliser les peroxydes lipidiques, le peroxyde d'hydrogéne et de
produire l'acide ascorbique a partir du radical ascorbyl sous I'effet de la théoredoxine

renouvellée par la thioredoxine réductase et le NADPH (Haleng et al., 2007) .

b) Les antioxydants exogénes
e L’acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine" ¢" autrement appelée I'acide ascorbique ou l'ascorbate est un antioxydant

tres efficace hydrosoluble, qui se trouve sous une forme ionisée (AscH-), ce qui lui
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facilite la liaison avec d'autres radicaux libres, comme I'anion superoxyde, le radical
hydroxyle et méme les peroxydes lipidiques, en plus de cette caractéristique lI'ascorbate a
le pouvoir de régénérer la vitamine "E" ou l'a-tocophérol apres son interaction avec les
peroxydes lipidiques. La vitamine "c" est un intermédiaire de plusieurs fonctions
biologiques, comme: la stimulation de la réponse immunitaire, la cicatrisation (réparation
des blessures), la détoxification de I'organisme, le métabolisme du fer, la production du
collagene et des globules rouges (MOUFFOUK., 2019). L'apport journalier en cette

vitamine doit-étre de I'ordre de 100mg/jour a partir des fruits (Haleng et al., 2007).

e Lavitamine "E'" ou a-tocophérol
La vitamine "E" autrement nommeée I' a-tocophérol est un antioxydant hydrophobe, ce
qui fait qu’il se trouve au niveau des membranes riches en acides gras polyinsaturés et en
lipoprotéines, dont le rdle est de protéger ces composes contre la peroxydation lipidique
en se liant aux radicaux peroxyles (RO2+) pour former un radical a-tocophéryl capable de
bloguer la prolifération de la peroxydation lipidique (MOUFFOUK., 2019).

L'apport journalier en cette vitamine doit-étre de I'ordre de 10mg/jour a partir des huiles

contenues dans le soja, les olives et plusieurs d'autres aliments (Haleng et al., 2007).
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I11. Matériel et méthodes

La connaissance des activités biologiques et des constituants chimiques est trés
importante dans 1’étude des plantes. Ce travail ayant pour but d’évaluer I’effet antioxydant de
Calicotome spinosa L., est réalisé au niveau du laboratoire de "Biochimie et Microbiologie"
de la faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre de l'université de
"Akli Mouhand Oulhadje de Bouira".Tous les tests ont été effectués sur des extraits
éthanoliques des feuilles et des fleurs de Calicotome Spinosa L. Les absorbances ont été
mesurées par un spectrophotométre UV- visible. Les échantillons sont placés dans une cuve

de trajet optique de 1cm.

1. 1. Matériel
I11. 1.1 Appareillage

Balance analytique (ohaus) ; Spectrophotomeétre a UV (Optima) ; Bain-marie (DAIHAN
Scientific) ; Vortex (Nahita) ; Agitateur électromagnétique (Lab tech) ; Sonicateur (Selecta) ;

Micropipette (Accumax pro) ; Etuve (memmert) ; PH-métre (Mettler Toledo).

I11. 1.2 Produits chimiques

Ethanol 96°(Speci-Lab); folin ciocalteu (Sigma-Aldrich); Carbonates de sodium (Sigma-
Aldrich); Chlorure d'aluminium (AICIl3) (Sigma-Aldrich) ; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle
(DPPH) (Sigma-Aldrich) ;Chlorure de sodium (NaCl) (Sigma-Zentrifugen) ; L'acide 2,2'-
azino-bis (ABTS) (Biochem) ; phosphate de potassium (KH,PO,) (Biochem) ; ferricyanure
de potassium Ks[Fe(CN)¢]. (Biochem); tampon phosphate (Sigma-Aldrich); l'acide
trichloracétque (TCA) (Biochem) ; chlorure ferrique (FeCl 3) (Biochem) ; Quercétine (Sigma-
Aldrich) ; Acide ascorbique (Sigma-Aldrich) ; Acide gallique (Sigma-Aldrich).

I11. 1.3 Matériel végétal

Le matériel végétal étudié comprend les feuilles et les fleurs de "Calycotome spinosa”.
La récolte de la plante a été effectuée 2 fois, Le: 7 avril 2022 et le 13 avril 2022 a "Bouira
ville", située a environ 80 km au sud-est d'Alger capitale de 1'Algérie. L’espéce a été
identifiée par la professeure botaniste "MESRANE' du département des sciences

agronomiques de la faculté SNV ST de l'université de Bouira.
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I11. 2. Méthodes

I11. 2.1 Préparation des échantillons

Les différentes parties de la plante (fleurs et feuilles) ont été triées puis elles ont été
séchées a I'étuve a une température de 40°C pendant 4 jours et broyées finement. Les deux

échantillons ont été conservés dans des flacons en verre a I’abri de la lumiére.

Fresh leaves Dried leaves Crushed leaves

Fresh flowers Dried lowess Crushed flowers
Figure 4: Différentes parties séchées et broyées de Calicotome spinosa Link
(CHERFIA., 2021).

I11. 2.2 Préparation des extraits
L'extraction a été faite par la méthode des ultrasons pour les feuilles et pour les fleurs

suivant ces étapes:

a) Les feuilles

10g de la poudre des feuilles de "Calycotome spinosa L." ont été ajoutés a 100ml d'éthanol
a 70%, puis le mélange a été agité pour passer par la suite par une étape d'ultrasons (40°C
pendant 30 min), puis par une étape de filtration, et vers la fin par une étape de séchage a
I'étuve (40-45°C) dans le but d'extraire les polyphénols contenus a l'intérieur de ces feuilles
(Boudou et al., 2021).

[ L
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b) Les fleurs
L’extraction des polyphénols a partir des fleurs de Calicotome spinosa a été faite selon
le méme protocole de Boudou et al (2021) appliqué pour extraire les composés

phénoliques a partir des feuilles.

I11. 2.3 Evaluation du rendement d'extraction

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des extraits obtenue et la
masse seéche du matériel végétal a traiter (Muanda., 2010; Mayouf., 2019). Le pourcentage du
rendement de chaque extrait a été calculé selon 1’équation (1):

R (%)=m /M x 100....... (1)
(R%) : Rendement exprimé en %.
m: Masse en gramme de I'extrait sec résultant apres la lyophilisation (g).

M : Masse seche initiale en gramme du matériel végétal a traiter (g).

I11. 2.4 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de la plante "Calycotome spinosa” se fait par la
méthode du folin ciacalteu, selon la méthode décrite par (EL JEMLI., 2019), avec quelques
modifications.

Le réactif du folin ciacalteu est un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique, il s'oxyde facilement en présence des polyphénols pour produire un
mélange d'oxyde bleu réduit. La couleur bleue est proportionnelle a la quantité des
polyphénols contenue dans les extraits de la plante (MATOU., 2019; MOUFFOUK., 2019).
Le dosage des polyphénols a été réalisé pour les fleurs et pour les feuilles dans les
mémes conditions, selon le protocole suivant: 100 pl de 1°extrait a analyser est mélangé avec
500ul du réactif de Folin—Ciocalteu et 400 pl de carbonate de sodium (Na,CO3) a 7,5%
fraichement préparée. Apres 30 min d‘incubation 1°‘absorbance est lue a 765 nm. Une courbe
d‘étalonnage est établie en méme temps dans les mémes conditions opératoires avec l‘acide
gallique (EAG). A partir de 1‘équation de régression de la courbe, la concentration en
polyphénols totaux est exprimée en milligramme équivalent d‘acide gallique par gramme de

matiére végétale seéche (mg EAG/g d‘extrait) (EL JEMLI., 2019).
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Figure 5: Protocole du dosage des polyphénols totaux (Cherfia et al., 2017; MATOU., 2019)

I11. 2.5 Dosage des flavonoides

La détection de la quantité des flavonoides totaux contenus au niveau des extraits de
Calycotome spinosa se fait a I'aide de la méthode décrite par (EL JEMLI., 2019) avec peu de

modifications.

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation d'un complexe trés stable entre le chlorure
daluminium et les 2 carbones d'oxygéne présents sur les carbones "4" et "5" sous forme de
groupements hydroxyles (OH), I'aluminium joue le réle d'un donneur d'électrons, c'est-a-dire
qu'il perd 2 électrons pour s'unir aux 2 atomes d'oxygene précédents, ce complexe a une

couleur jaunatre et il est dosé spectrophotométriqguement a 420nm

(GHNIMI., 2015 ; MOUFFOUK_., 2019) .
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1 ml de I‘extrait est mélangé a 1 ml de chlorure d‘aluminium (AICl3). Aprés 1 heure
d‘incubation a température ambiante, la lecture de 1‘absorbance a été faite a 420 nm. La
teneur en flavonoides est ensuite déduite a partir de I'équation de la courbe d'étalonnage
réalisée dans les mémes conditions opeératoires par la quercétine (EQ), les résultats sont
exprimés en (mg EQ/ g d‘extrait) (EL JEMLI., 2019).

' = 1-Fleurs
2-Feuilles
- -
Ajouter 1Tml d'AICI, Prélever Tml de chaque
et agiter -< >- extrait (Fleurs et feuilles)
- 1
[l 2
A

Incubation pendant 1h

< > Lecture de I'absorbance
a 420nm

3

X, >4

Figure 6 : Protocole du dosage des flavonoides (GHNIMI., 2015; Cherfia et al., 2017;
MOUFFOUK., 2019).

I11. 2.6 Mesure des activités anti-oxydantes

I11.2.6.1 Piégeage des radicaux libres DPPH

L'activité anti-radicalaire a été mesurée par la méthode décrite par Matoul et al.,

(2019) avec quelques modifications .

La mesure de l'activité anti-radicalaire du radical libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle se base
sur le changement de couleur de ce radical qui est violet en une couleur jaune lorsqu'il est
réduit par un composé a propriété anti-radicalaire en diphényle picrylhydrazine, L’intensité de

la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu. Cette
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réduction est mesurable par spectrométrie UV- Visible, en suivant la diminution de
I’absorbance a 517nm (GHNIMI., 2015; MOUFFOUK., 2019 ; MATOU., 2019 ;KADA.,
2018).

La mesure de I'absorbance pour toutes les concentrations des 2 extraits (fleurs et feuilles) a été
effectuée a une méme longueur d'onde (517nm) parce que cette longueur d'onde est spécifique
seulement pour les composés qui possédent une activité anti-radicalaire dans les extraits.

Cette méthode consiste a la préparation des différentes dilutions (De 220ug/mL jusqu’a
330ug/mL) a partir des extraits a tester avec une solution éthanolique de DPPH a 4% de
maniere que l'absorbance soit entre 0,7 et 0,8 et pour chaque dilution 3 répétitions ont été
faites et chaque répétition doit contenir: 100 pl d'extrait et 1300 ul de DPPH. Le blanc
contient I'éthanol et le contréle c¢’est un mélange entre 100 pl d'éthanol pure et 1300 ul de
DPPH.L'absorbance des extraits est mesurée a 517nm aprées 30min a l'obscurité, .La courbe
d'étalonnage a été etablie par l'utilisation des différentes absorbances en fonction des
différentes concentrations (220-330ug/ml) de l'acide ascorbique. Les résultats obtenus pour
les échantillons sont exprimés en mg équivalent vitamine C par gramme de matiére seche
(EVC/g MS).

~ ~ 1-Fleurs
2-Feuilles
" R o
R'US 100ul des 1300ul de la solution l
différentes solutions < > | éthanolique du DPPH
E o
— :
(i {2
o A

Incubation pendant30min

< > Lecture de I'absorbance

a 517nm F

\_ J

Figure 7 : Protocole du piégage du radical DPPH. (Cherfia et al., 2017; MATOUL., 2019)
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L'activité anti-radicalaire a été evaluée selon la loi suivante:
Activité antioxydante (%) = [(Ac - Ae) /Ac] x100
Ac: Absorbance du controle positif (Solution DPPH sans extrait).

Ae : Absorbance de I’échantillon.
e Calcul des concentrations inhibitrices 1Csp:

La valeur d'ICsy correspond a la concentration des extraits qui inhibe 50% des
radicaux libres c'est-a-dire que I'lCsp c'est la concentration qui réduit 50% des radicaux libres
DPPH, cette valeur a été déduite a partir des résultats des différentes absorbances obtenues.
Une faible ICsp indique une forte activité antioxydante (GHNIMI., 2015; CHERFIA et al.,
2017; ERENLER et al., 2016; MADI, 2018).

I11.2.6.2 Le pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir reducteur du fer a été estime par la méthode décrite par Ferriera et al.
(2007), avec quelques modifications (FERREIRA., 2007).

L'évaluation du pouvoir réducteur de fer se base sur la capacité des antioxydants qui
sont les polyphénols présents dans les extraits & réduire le fer ferrique ( Fe **)en fer ferreux
(Fe #*) par échange d'électrons, ce dernier peut-étre quantifié en suivant l'augmentation de la
couleur bleue cyanée qui est proportionnelle a la quantité du fer ferreux présent dans le milieu
réactionnel a une longueur d'onde de 700nm (MATOU., 2019; MOUFFOUK., 2019)

Pour I'évaluation du pouvoir réducteur de fer dans les extraits des feuilles et des fleurs
de "Calycotome spinosa™, 250 ul de ces extraits avec des concentrations différentes (2mg/ml;
1,5mg/ml; 1mg/ml; 0,5mg/ml; 0,1mg/ml) ont été ajoutées a 250 ul de ferricyanure de
potassium Kz[Fe(CN)g] @ 20% et a 250 ul du tampon phosphate (pH=6,8), puis les mélanges
obtenus ont été vortexés et incubés pendant 20min a 50°c dans le bain-marie, aprés 250 pl de
l'acide trichloracétque (TCA) a 10% ont eté additionnées aux mélanges réactionnels
précédents. Ensuite, pour 500 pl de chagque mélange, 100 pl du chlorure ferrique (FeCl 3) a
0,01% et 500 ul de I'eau distillée ont été ajoutés. En fin, I'ensemble a été incubé a I'obscurité
avant d'étre lu a 700nm par un spectrophotometre, contre un blanc qui a été préparé avec le
méme protocole, avec le changement des 250 pl de I'extrait par 250 ul de I'éthanol. La valeur
d’ECsp est calculée a partir de la courbe de I’absorbance en fonction de la concentration de

I’échantillon (BOUNIHI, 2016; KADA, 2018; MOUFFOUK, 2019).
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L'absorbance augmente avec l'augmentation de I'efficacité du pouvoir réducteur des
antioxydants (CHERFIA., 2020)

I11. 2.6.3 Piégeage du radical-cation libre ABTS®*"

Le test de Piégeage du radical-cation libre ABTS® est réalisé selon la méthode décrite
par (GHNIMI., 2015).

Cette méthode se base sur la capacité d'un antioxydant a rendre stable le radical
ABTSe+ (sel d’ammonium de I’acide 2, 2’ - azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique))
qui est instable. Ce radical cationique posséde une couleur bleu verdatre, il provient de
I'oxydation de I'ABTS qui est transparent soit par le phosphate de potassium (KH , PO 4), soit
par le 2,2’-azo-bis (2-amidino-propane) dihydrochloride (AAPH) et li devient de nouveau
incolore et stable lorsqu'il interagit avec un antioxydant donneur de He (GHNIMI., 2015).

La solution de travail a été préparée par 1'addition d’une solution mere d'ABTS 7 mm a
une solution de persulfate de potassium (KH , PO 4) a 2,4 mm avec les mémes quantités, puis
ces réactifs ont été laissés pour réagir pendant 14 h a température ambiante dans I'obscurité. 1
ml de cette solution a ensuite été dilué avec du méthanol jusqu'a ou I’absorbance soit entre 0,7
et 0,8 a une longueur d'onde de734 nm a l'aide d'un spectrophotométre. 60 pl d'extrait a été
laissé réagir avec 2,94 ml de la solution d'ABTS et I'absorbance a été enregistrée a 734 nm
aprés 7 min en utilisant un spectrophotométre. La courbe d’étalonnage a été établie a partir
des absorbances en fonction des différentes concentrations de vitamine C. Les résultats sont

exprimés en unité d’équivalence de vitamine C par gramme de matiére seéche (EVC/g MS)

(ILAIYARAJA., 2015; GHNIMI., 2015)
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1V Résultats et discussion

1V.1 Rendement d'extraction

L'extraction est une étape clé pour la préparation des extraits des plantes qui servent a
I'étude des métabolites secondaires, comme le cas des polyphénols qui ont une importante
activité antioxidante (Kada., 2020).

La méthode d'extraction qu'on a utilisé dans notre étude est I'extraction par ultrasons car elle
est plus accélérée , automatisee, et permet de donner un rendement élevé en polyphénols.
(Dahmoune et al., 2020).

Tableau I1: Rendement des extraits éthanoliques des feuilles et des fleurs de " Calycotome

spinosa. L."
Matrice Rendement (%)
Feuilles 19,57
Fleurs 19,82

Les résultats représentés dans le Tableau 2 indiquent que les rendements des extraits
éthanoliques des feuilles et des fleurs de ' Calycotome spinosa.L." sont élevés et proches , le
rendement des feuilles est égal a 19,57% et celui des fleurs est égal & 19,82%, c'est-a-dire que
la différence entre le rendement des feuilles et des fleurs n'est pas significative selon le T test
(P> 0.05). Les résultats obtenus soulignent I'importance de I’utilisation d'un solvant hydro-
alcoolique (hydro-éthanolique) d'une polarité tres élevée en comparaison a un solvant pur, ce
mélange est composé de l'eau qui est le solvant le plus polaire et de I'éthanol, alors I'eau
détruit les parois cellulaires pour faciliter a I'éthanol d'entrer en contact avec un grand nombre
de solutés. (Saidi., 2020).

Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Cherifa et al.(2020), qui ont travaillé sur les
feuilles et les fleurs de " Calycotome spinosa.L." et qui ont trouvé que I'extrait méthanolique
des feuilles posséde le rendement le plus élevé qui est égal a 15,88 £+ 0,53 % et ce rendement
est inférieur a celui qu'on a obtenu, cela est du a l'utilisation du methanol qui est un solvant
d’extraction non seulement trés toxique pour le manipulateur mais aussi il peut interférer avec

les molécules extraites (contaminant)
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Les rendements d'extractions sont liés a plusieurs parametres a savoir la méthode d’extraction,
la durée d'extraction, la température qui peut causer la dégradation des substances

thermolabiles, le solvant utilisé, la durée et les conditions de stockage. (Kada., 2020).

IV 2.Dosage des polyphénols totaux:

Les polyphénols et les flavonoides sont des métabolites secondaires connus par leurs
multiples activités anti-oxydantes, on a choisi d'étudier ce type de métabolites secondaires
parce qu'ils sont mentionnés dans une grande partie des nouvelles recherches et surtout dans
le domaine de la thérapeutique antioxydante. (Saidi., 2020).

Le dosage des polyphénols totaux de la plante "'Calycotome spinosa L." se fait par la méthode
du folin Ciacalteu, selon la méthode décrite par El jemli et al., (2019) a I’aide d’une courbe
d’étalonnage de 1’acide gallique avec une équation de régression y = 0,008x -0,0451

(Annexes 1).

601

TPT (mg EAGg)

fleurs feuilles

Figure 8: La teneur en polyphénols totaux (TPT) des fleurs et feuilles de

Calicotome spinosa L

Les résultats présentés dans la figure 8 montrent une différence significative des teneurs en

polyphénols totaux (P<0.0001) entre les feuilles et les fleurs de Calycotome. spinosa.L

La teneur en polyphénols totaux pour les fleurs est de 31,0958 + 0,58 mg EAG/g et pour les
feuilles est de 51,429 + 0,40 mg EAG/g. Donc on peut remarquer facilement ici que la teneur

des extraits éthanoliques des feuilles est plus élevee par rapport a celle des fleurs
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IVV.3 Dosage des flavonoides totaux

La détection de la quantité des flavonoides totaux contenus au niveau des extraits de
Calycotome spinosa a été déterminée par la méthode décrite par (EL JEMLI et al 2019), a
l'aide de la courbe d'étalonnage de la quercétine avec une équation de y= 35,927x+0,0015

(Annexes 2).
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Figure 9: Teneur en flavonoides totaux (TFT) de Calicotome des fleurs

et feuilles de Calicotome spinosa L.

Les résultats observés dans la figure 9 présentent une différence significative de la teneur en
flavonoides totaux (P<0,0001) entre les extraits éthanoliques des feuilles et des fleurs de

Calycotome spinosa.L

La teneur en flavonoides totaux dans les extraits éthanoliques des feuilles est de I'ordre de
16,45 £ 1,90 mg EQ/g et dans les extraits éthanoliques des fleurs, elle est estimée a 2,89 +

1,65 mg EQ/g, notant que ces valeurs sont inférieures a celles de polyphénols totaux.

Le travail réalisé par (Cherifa et al., 2020) sur les feuilles et les fleurs de Calycotome
spinosa.L a montré que la quantité des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les
fractions d'acétate d'éthyle des feuilles est la plus élevée et ces fractions ont les valeurs
suivantes (107,75 £ 2,09 mg GAE/g et20,87 + 0,01 mg QE/g pour les polyphénols et pour les
flavonoides respectivement), ces résultats sont supérieurs par rapport a ceux de notre étude et
cela est relié directement a la sélectivité des solvants pour les substances polaires ou apolaires.
(Saidi., 2020).
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Ces variations observées entre les polyphénols et les flavonoides sont influencées par
plusieurs facteurs, dont on peut citer la période de récolte, le site de collecte, le climat des
régions, ainsi que la partie de la plante.

En fait, les produits utilisés pour les différents dosages comme le réactif du folin Ciacalteu
qui interfére avec des protéines, des sucres, 1’acide ascorbique et des composés soufrés

peuvent influencer sur les résultats obtenus. (MOUFFOUK., 2019).

IV.4 Détermination de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante est un ensemble de mécanismes qui conduisent a I'inhibition de toute
sorte de radicaux libres soit par I'échange d’un hydrogéne, soit par la chélation des métaux de
transition ou bien par le blocage de l'activité des enzymes d'oxydation. L’estimation des
activités antioxydantes doit se faire par un ensemble de méthodes (DPPH, FRAP, ABTS) dans
le but d'identifier la capacité antioxydante des composés bioactifs.qui ont une nature et un
mode d'action différents. (Kada., 2020).

Dans la présente étude, l'activité antioxydante des extraits hydro-éthanoliques des
feuilles et des fleurs de Calicotome spinosa .L a été évaluée selon la capacité de piégage des
radicaux libres notamment : ABTS®", DPPH ainsi que FRAP.

IV.4.1 Piégeage du radical libre DPPH

Ce test est le plus employé pour I’estimation de l'activité anti-oxydant parce qu'il est rapide,
précis, facile a refaire

Le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle contenant un électron célibataire sur un atome
d’azote est un moyen efficace pour comprendre la relation structure activité antioxydante des
polyphénols.. La réduction de ce radical peut-étre reconnue par le virage de la couleur violette
de DPPH a la couleur jaune mesurable par spectrophotométrie a 514-518 nm. (MOUFFOUK.,
2019).

Le pourcentage d’inhibition I (%) du DPPH par le "controle vitamine ¢’’avec les extraits

hydro-éthanoliques de Calycotome spinosa.L sont représentés dans la figure suivante
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Figure 10: Pourcentages d'inhibition des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des fleurs

de Calycotome spinosa L et du contréle (vitamine C).

La figure 10 montre que les pourcentages des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des
fleurs avec le contrdle qui est la vitamine "C" augmentent avec l'augmentation de la
concentration. Leurs pourcentages d’inhibition sont compris entre 18.72+ 0.98 % et 99.60 +

1.2%

A la plus grande concentration 360 pg/ml, on a trouvé les pourcentages d'inhibition suivants:
61,72+ 0.10%, 83,48+ 1.1%, 99,46+ 2.31%. Pour les fleurs, les feuilles et pour le controle
respectivement. Le contréle posséde le pourcentage d'inhibition le plus important, suivi de

celui des feuilles et celui des fleurs en dernier lieu.

Pour I'évaluation de l'activité anti-radicalaire des extraits par le test DPPH, la 1Cs, a été
calculée et elle correspond a la concentration de I'extrait qui peut réduire 50% des radicaux
libres DPPH. (Matou., 2019).

La vitamine C est employée comme contrdle, sa courbe d'étalonnage a été établie avec une

équation de régression y = 5,0433x +49,621 (Annexes 3)

La ICsp est inversement proportionnelle a la capacité anti-radicalaire d'un composé, c'est-a-
dire qu'une faible 1Csy correspond a un fort pouvoir anti-radicalaire (Madi et al., 2019 ;
Cherifa et al., 2020).
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Figure 11: Les Clsode la vitamine C et des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des

fleurs de Calycotome spinosa.L.

Les résultats observés dans la figure 11 présentent une différence significative entre 1’1C50 du
contrdle (la vitamine C) et celle des fleurs (<0,0001), La différence est significative aussi entre
I’IC50 du contrdle (la vitamine C) et I’IC50 des feuilles (P>0,005).

De plus, I’IC50 de la vitamine "C" est plus faible par rapport a celle des fleurs et des feuilles,
elle est de I'ordre de : 220,8 + 0,02 mg/mL. Selon le T test, les IC50 des deux matrices de la
méme plante présentent une différence significative (<0.0001). Autrement dire [I'extrait
éthanolique des feuilles posséde une 1C50 faible par rapport a I’'IC50 des fleurs (231,6+1.32
mg/ml et 376,7+ 3.20 mg/ml respectivement), Donc il posséde une meilleure activité anti-
radicalaire. L'origine de cette différence c'est la variation de la teneur en polyphénols entre les
deux parties precédentes, ce qui veut dire, la partie la plus riche en polyphénols qui possede I'

activité anti-radicalaire la plus élevée. (Cherifa et al., 2020, Kada., 2020).

Le travail réalisé par (Cherifa et al., 2020) sur les feuilles et les fleurs de Calycotome spinosa
L. a montré que les extraits méthanoliques et d'acétate d'éthyle des feuilles étaient
généralement plus actifs que ceux des fleurs avec des Clsg plus faibles qui sont de l'ordre de:

0,4104 + 0,015mg/ml et de 0,4525 £ 0,08mg/mL. Ces résultats sont inférieurs a ceux de notre
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étude, ce qui signifie que leurs extraits ont une activité plus importante par rapport & nos

extraits.

Selon Boudou et al (2021) , les extraits hydro-éthanoliques des tiges de Calycotome spinosa L.

ont une capacité anti-radicalaire trés puissante avec une Clso égale a (0,34+ 0,048 mg/ml)
par la méthode d'extraction assistée par micro-ondes et une Clsp =0,67 £ 0,041mg/ml par la
méthode d'extraction assistée par ultrasons. Ces valeurs sont largement inférieures a celles
qu'on a trouvées, l'activité du piégeage des radicaux libres DPPH de leurs extraits est

meilleure par rapport a l'activité de nos extraits.

L'activité anti-radicalaire est liée a plusieurs facteurs, la région de récolte, le climat et le stade
de développement de la plante, la partie de la plante, le solvant employé pour I'extraction et
l'isolement (MOUFFOUK., 2019 ; Cherifa et al., 2020)

IV.4.2 Piégeage du radical libre ABTS

Ce test est basé sur la susceptibilité d'un antioxydant a réduire le radical cationique
ABTS+ (acide 2,2-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) instable de coloration

bleue-verte en ABTS stable incolore, par la donation d'un He.

Les pourcentages d’inhibition I (%) d'ABTS par le "contrdle vitamine C "avec les extraits

hydro-éthanoliques de Calycotome spinosa.L sont représentés dans la figure suivante
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Figure 12: Pourcentages d'inhibition des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des fleurs

de Calycotome spinosa.L et du contréle (vitamine c).
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La figure 12 montre que les pourcentages des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des
fleurs avec le contrdle qui est la vitamine "C" augmentent avec l'augmentation de la
concentration. Leurs pourcentages d’inhibition sont compris entre 8,91 + 1,30% et 99,60+

1,15 %.

A la concentration maximale 200ug/ml on a trouveé les pourcentages d'inhibition suivants:
60,55+ 3,14 %, 90,09+ 4,3 %, 99,46+ 1,22 % pour les fleurs, les feuilles et pour le contréle
respectivement. Le contréle posséde le pourcentage d'inhibition le plus important, suivi de

celui des feuilles, puis de celui des fleurs.

L’évaluation de I'activité anti-radicalaire des extraits par le test ABTS se fait de la méme

maniére que le test DPPH en calculant la 1’IC50

La vitamine C représente le contrdle, sa courbe d'étalonnage a été réalisée avec un coefficient

de corrélation R2=0,9842 et une équation de régression y = 1,062x -05,62 (Annexes 4).
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Figure 13: Les Clsg de la vitamine C et des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des

fleurs de Calycotome spinosa.L. Par le test ABTS.

Les résultats observés dans la figure 13 présentent une différence trés significative entre
I’IC50 du contrdle (la vitamine C) , des fleurs et des feuilles (<0.0001).

De plus, I’IC50 de la vitamine "C" est plus faible par rapport a celle des fleurs et des feuilles

(29,23+1,8 mg/mL). Selon le T test, les IC50 des deux parties de la méme plante présentent
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une différence tres significative (<0.0001), c'est-a-dire que I'extrait éthanolique des feuilles
posséde une IC50 faible par rapport a I’IC50 des fleurs (61,09+2,5 mg/ml et 134,44 1,7 mg/ml
respectivement), Alors il a une activité anti-radicalaire plus importante par rapport a l'activité
de I'extrait éthanolique des fleurs, ces résultats sont expliqués par le fait qu'il y a une forte
corrélation entre la quantité des polyphénols et des flavonoides avec l'activité antioxydante de
la partie ou ces composés se trouvent (Kada, 2020). En plus cette différence provient de
I'intensité de la synergie entre les polyphénols et dautres éléments chimiques présents au
niveau des feuilles ou au niveau des fleurs. (MOUFFOUK., 2019).

Selon Dzoyem et al.(2014), les extraits d'acétone des feuilles de xylia tarreana possedent
l'activité antiradicalaire la plus puissante par comparaison a huit autres espéces de la famille
des fabaceae avec une 1C50 de 3.960+ 0.14mg/ml . Ces résultats sont largement inférieurs a
nos résultats ce qui veut dire que les extraits de feuilles de cette espéce ont un pouvoir
réducteur plus puissant par rapport aux extraits de Calycotome spinosa.L qu'on étudie.

Les fluctuations des résultats obtenus sont dues a plusieurs facteurs a savoir, la différence des
régions de récolte et les conditions environnementales qui peuvent jouer sur la composition
chimique de la plante, donc elle va influencer sur | activite antioxidante de ces derniers.
(MOUFFOUK., 2019).

1VV.4.3 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

FRAP est basé¢ sur la capacité d’une substance chimique a réduire le fer ferrique
Fe ** en fer ferreux Fe ** par le transfert d'électrons, c¢’est une méthode rapide, simple, facile
et reproductible .la quantité du Fe®" obtenue peut-tre suivie par ’augmentation de
I’intensité de la couleur qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’échantillon analysé.
(MOUFFOUK:., 2019; Kada., 2020).
Le pouvoir réducteur du fer a été estimé par la méthode décrite par (Ferriera et al., 2007),
pour I'évaluation de ce pouvoir pour les extraits par le test FRAP, la ECsy a été calculée.
Cette derniére correspond a la concentration a laquelle I'absorbance est égale a 0,5, en plus
l'augmentation de I'absorbance signifie qu'il y a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits. De plus, l'activité réductrice est inversement proportionnelle a I'ECsp, ce qui veut
dire que c'est I'extrait ayant une faible ECso qui a un pouvoir réducteur important. (Cherifa et
al., 2020) .

Les résultats du pouvoir réducteur des deux parties de la plante et de la vitamine C sont

représentés dans la figure suivante:
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Figure 14 : Pouvoir réducteur de la vitamine C, des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et

des fleurs de Calycotome spinosa.L.

A partir des résultats présentés sur la courbe ci-dessus, les ECsode la vitamine C, des extraits
hydro-éthanoliques des feuilles et des fleurs augmentent avec l'augmentation de la

concentration.

La courbe d'étalonnage de la vitamine C (contrdle) a été réalisée avec une équation de
régression y = 4,2938x -0,0384 (Annexes 5).

L'histogramme suivant représente les différentes ECso du contrdle et des deux extraits

(feuilles et fleurs).
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Figure 15: Les ECs de la vitamine C des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des

fleurs de Calycotome spinosa.L. par le test FRAP.

Les résultats observés dans la figure 15 montrent qu'il y a une différence trés
significative entre la ECso du contrdle (la vitamine C) et la ECs des feuilles (P<0,0001), La
différence est peu significative entre la ECso du contrdle (la vitamine C) et celle des fleurs.
Les valeurs de ces ECsq varient entre 78,05 +3,81 mg/mL et 444,7 £ 0,98mg/mL.

Le pouvoir réducteur du fer des deux extraits est inférieur a celui de la vitamine C. A partir
des résultats obtenus par le T test, les ECso des deux matrices de la méme plante présentent
une différence trés significative (<0.0001). Briévement, I'extrait hydro-éthanolique des
feuilles posséde la ECs la plus élevée 444,7 + 0,98 mg/mL. Suivie de celle des fleurs (138,9
+ 1,59 mg/mL et de la vitamine C (78,05 + 3,81 mg/mL), ¢a veut dire que les deux extraits
possédent un pouvoir réducteur non-négligeable et cela c'est une preuve de leur capacité de

donation d’¢électrons et donc leur capacité de neutraliser les radicaux libres.

(Kada., 2020).

Selon Cherifa et al. (2020), les extraits méthanoliques et d'acétate d'ethyl des feuilles de
Calycotome spinosa.L possedent le pouvoir réducteur le plus puissant avec des ECsode
0,76373 £ 0,32 et0, 78004 + 1,36 mg/mL Ces résultats sont inférieurs a nos résultats ce qui

signifie que leurs extraits de feuilles ont un pouvoir réducteur plus important.
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En effet, Le pouvoir réducteur d'une substance chimique ou d'un échantillon signifie qu’il a
une forte activité antioxydante (MOUFFOUK., 2019).

Ainsi, L'activité antioxydante des polyphénols est liée directement a leurs propriétés redox
grace aux quelles ils peuvent agir comme agents réducteurs, donneurs d'hydrogene ou

d'électrons ou comme chélateurs de métaux. (Boudou et al., 2021).
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Conclusion et perspective

Dans le cadre de cette étude, le dosage des polyphénols et des flavonoides avec la
capacite antioxydante des extraits hydro-ethanoliques des feuilles et des fleurs de Calycotome

spinosa L. ont été évalués.

Dans la lumiere de ces expériences, le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux, a
montré que la teneur en ces composés dans l'extrait hydro-éthanolique des feuilles est plus

élevée par rapport a celle de I'extrait des fleurs.

Dans une autre série d'expériences, la capacité antioxydante des mémes extraits a été évaluée
par trois tests : Le test de piégeage des radicaux libres DPPH, le pouvoir réducteur du fer
FRAP ainsi que le test de piégeage des radicaux libres ABTS®'. Alors la capacité
antiradicalaire la plus importante a été révélée par les tests (DPPH) et (ABTS®") pour les
extraits des feuilles. Par contre le test (FRAP) a indiqué que c'est I'extrait hydro-éthanolique

des fleurs qui posséde un pouvoir réducteur plus élevé.

En effet, les parties aériennes de Calycotome spinosa L. servent comme une trés bonne source
de composés antioxydants qui peuvent étre exploitée dans plusieurs domaines notamment, le

domaine industriel, alimentaire ainsi que pharmaceutique pour la prévention des pathologies.

En fait, on espére qu’il y ait un développement de la recherche scientifique sur d’autres
activités des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et des fleurs de *’Calycotome spinosa’”’,
comme l’activité antiparasitaire, bactérienne et antifongique en utilisant la méthode des

ultrasons.
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Résumé

Résumé

L’objectif principal de cette étude porte sur 1’évaluation des potentiels antioxydants des extraits de feuilles et fleurs
de Calicotome Spinosa L, pour des applications pharmacologiques. Tout d'abord, les extraits hydro-éthanolique de feuilles,
et de fleurs de cette plante ont été préparés par ultrason. Ensuite, les extraits obtenus ont passé par une analyse quantitative
des polyphénols totaux et des flavonoides totaux a l'aide de Folin ciocalteu, AICIl; , respectivement. et par les tests
d'évaluation de l'activité antioxydante a savoir , l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH, le pouvoir antioxydant
réducteur ferrique (FRAP) et I'activité de piégeage des radicaux ABTS. Les résultats obtenus ont montré que les fleurs ont le
rendement le plus important (19,82%).Par contre, les feuilles ont révélé les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et
en flavonoides totaux qui sont de l'ordre de 51,429 mg EAG/mg, et 16,45mg EQ/mg, consécutivement. Ainsi la meilleure
activité de piégeage des radicaux libres DPPH a été exprimée par l'extrait de feuilles avec une ICgq de 231,5 mg/ml, cela est
pareil pour l'activité de piégeage des radicaux ABTS qui est remarquable pour le méme extrait avec une ICsq de 61.09 mg/ml.
De plus, le meilleur pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) a été exprimé par I'extrait de fleurs avec une ECs, de
138.9 mg/ml. Les résultats précédents ont confirmé que Calycotome spinosa, en particulier les feuilles, pourrait étre utilisé
comme source de composés bioactifs thermorésistants aux propriétés antioxydantes intéressantes.

Mot clé: Calycotome spinosa, activité antioxydante, thermorésistants.

Abstract

The main objective of this study concerns the evaluation of the potential antioxidants of extracts of leaves and flowers of
Calicotome Spinosa L, for pharmacological applications.. First of all, the hydro-ethanolic extracts of leaves and flowers of
this plant were prepared by ultrasound. Then, the obtained extracts went through quantitative analysis of total polyphénols
and total flavonoids using Folin ciocalteu, AICIs, respectively. And by antioxidant activity evaluation tests, namely, DPPH
free radical scavenging activity, ferric reducing antioxidant power (FRAP) and ABTS radical scavenging activity.The results
obtained showed that the flowers have the highest yield (19.82%).0n the other hand, the leaves revealed the highest contents
of total polyphénols and total flavonoids which are of the order of 51.429 mg EAG/mg, and 16.45mg EQ/mg, consecutively.
Thus the best DPPH free radical scavenging activity was expressed by the leaf extract with an IC50 of 231.5 mg/ml, this is
the same for the ABTS radical scavenging activity which is remarkable for the same extract with an 1C50 of 61.09 mg/ml.
Moreover, the best ferric reducing antioxidant power (FRAP) was expressed by the flower extract with an EC50 of 138.9
mg/ml.Previous results confirmed that Calycotome spinosa, especially the leaves, could be used as a source of heat-resistant
bioactive compounds with interesting antioxidant properties.

Key words: Calycotome spinosa, antioxidant activity, thermoresistant.
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Annexe 01: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique
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Annexe 02: Courbe d'étalonnage de la Quercétine
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Annexe 03: Courbe d'étalonnage de la vitamine C de DPPH

120

100

80

60

40

Pourcentage d'inhibition (%)

20

y=5,0433x + 49,621

5 10 15

Concentration en microg/ml

Annexe 04: Courbe d'étalonnage de la vitamine C de I’ABTS
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Annexe 05: Courbe d'étalonnage de la vitamine C de FRAP
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