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Introduction

Les plantes médicinales constituant une alternative idéale au médicament chimique
ayant des effets secondaires trop important qui sont trop cheres a fabriquer pour les pays
envoi de développement. Certaines especes possedent des propriétés pharmacologiques qui
leur conferent un intérét médicinal, ces plantes ont I’aptitude de synthétiser de nombreuses
composés appeler métabolites secondaires et constituent donc un immense réservoir de
composés d’une grande diversité chimiques possedent un large éventail d’activité biologiques,
c’est le cas des polyphénols qui sont largement utilisés en thérapie comme anti-oxydantes

et/ou anti-hémolytique (Ouedraogo et al., 2015).

L’anémie hémolytique demeure un probleme majeur de la santé publiques a travers le
monde pour combattre cette anémie qui due a une hyper-hémolyse implique une diminution
des globules rouges ou de taux d’hémoglobine, la recherche des plantes médicinales ayant des

antioxydants naturel reste 1’une des meilleurs investigations (Haddouchi et al., 2015).

Dans cet axe de recherche globale sur les plantes médicinales données de propriétés
thérapeutique s’insere 1’objectif de notre travail dont le but est I’évaluation de pouvoir anti-

hémolytique des plantes de genre Allium récolter dans les régions de Bouira.

La présente étude a deux objectifs principaux ; le premier est de comparer 1’apport en
quelque antioxydants (polyphénols, flavonoides et protéines), des deux plantes poireau et 1’ail
des ourses et d’évaluer leur activités anti-hémolytique. Le deuxieme est de déterminer I’effet
de condition d’extraction sur les teneurs en antioxydant ainsi que sur l’activité anti-

hémolytiques de ces Alliacées.

Le présent manuscrit comportant 1’étude théorique et I’étude pratique réalisées et

structurés comme suite :

Dans la premiere partie, nous aborderons les différentes connaissances

bibliographiques sur les deux plantes.

Dans la partie expérimentale nous développerons dans le premier chapitre ; le matériel
et les méthodes utilisés pour I’extraction, le screening, le dosage colorimétrique et enfin
I’activité anti-hémolytique. Le deuxieme chapitre sera consacré aux résultats obtenus dans

notre étude.

A la lumiere des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront

évoquées.
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Etude bibliographique

Monographie des deux plantes

I-Allium ursinum

I-1 Généralité sur le genre Allium

Le genre Allium regroupe des plantes monocotylédones de la famille Amaryllidacées
(ou liliacées) (Tomsik et al., 2015), qui comporte environ 700 especes connues. Parmi les
especes sauvages on peut citer 1’ail des ours Allium ursinum des sous bois frais (Niko et al.,
2015). C’est un genre important dans I’alimentation humaine qui comprend de nombreuses
plantes alimentaires, condimentaires et médicinales (figurel). C’est a ce genre
qu’appartiennent 1’oignon, 1’ail et plus particulicrement 1’ail des champs qui comporte 1’ail

des ours (Allium ursinum) (Balamanikandan et al., 2015).
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Figure 1 : Image montre la structure de la plante

Allium ursinum (Hirschegger et al., 2010).
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I-2 Systématiques

Regne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Liliopsida

Sous-classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Laliaceae

Genre : Allium

Espece : Allium ursinum
(D’apres Cronquist, 1981).
Ordre : Asparagales

Famille : Amaryllidaceae

Selon la classification de (APGIII, 2009).

I-3 Etymologie

Le genre Allium tire son nom directement d’un nom latin de 1’ail. Le nom scientifique
vient de latin Allium, ail et ursus « ours », cette plantes est appelée « biarlauch » en allemand

et « daslook » en néerlandais.

Synonymes : Ail de bois, ail sauvage, ail pétiolé, ramsons, wild garlic, beer leek,

wood garlic et buckrams (Auger, 2014).
I-4 Description botanique

L’ail des ours est une plante herbacé vivace et bulbulaire de sous bois frais et ombragé
a fleurs blanche de 20 a 50 cm de hauteur. Lorsque sont feuillage est 1égerement froissé elle
dégage une forte odeur. Elle est considérée comme une plante sociale qui forme généralement

des tapis tres recouvre, floraison d’ Avril a Juin (Sobolewska et al., 2013).

Les Feuille sont de formes ovales (large de 2 a 5 cm), longuement pétiolées, molles,

pleines, lancéoleés et aigues au sommet ; le pétiole est plat d’un coté et arrondie de 1’autre,
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ces feuilles ressemblent a celles du muguet, sauf qu’elles ne sont pas toxiques. Les feuilles

peuvent étres confondus aussi avec celle des colchiques ou de 1I’arum lorsqu’elles sont toutes

jeunes (Kalmouni, 2010).

La tige est presque triangulaire, et comporte deux angles saillantes nettes, lisse, plate,
elliptique-lancéolée avec une lame distincte bien développée, aiguisée au sommet et
progressivement rétréci en pétiole a la base, avec des fleures blanches et étoilés apparaissant
a la fin de printemps, elles forment une boule dressée au sommet de la tige (Niko et al.,
2015). Les graine de I’Allium ursinum se régénere principalement par graine, la régénération
alternative a une importance mineur, elles sont noir, sub-globuleux de 1 a 3mm de large
réunis en capsule trichotomique, elles sont verser en juin et juillet et le tempe de la perte peut
étre retarder par les condition météorologique, la plus part de celle si tombent sur le sol

directement sous la capsule et transporter par le vent au niveau de sol, la plus part de temps

reste en sommeil 1 ou 2 ans puis germer (Najjaa, 2007).

I-5 Origine

L’ail des ourses est présent dans une grande moitié¢ du nord de la France, en Corse et
dans les Pyrénées. Assez commune dans presque toute la France, a I’exception du Sud-Ouest
et de la région méditerranéenne, ou elle est pratiquement presque absente (figure 2), on les

trouve aussi en Algérie centrale (Auger, 2014).
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Figure 2 : Photo montre la répartition de genre Allium

dans I’Europe (Sobolewska et al., 2013). ﬁ




Etude bibliographique

Monographie des deux plantes

I-6 Composition biochimique d’Allium ursinum

La composition biochimique de 1’ail des ourses est proche de celle de 1’ail cultivé
(Allium sativum) mais les principes actifs sont les plus concentrés (Colin, 2016). Elle est tres
riche en ; vitamine C (pouvoir antioxydant), séllinum (antitoxique), huiles essentielles (source
de ces principaux bienfait), elle contient une grande quantité de flavonoides (Auger, 2014),
de caroténoides, et de chlorophylles (Ghesquiere, 2017), vitamine B et une teneur importante
en allin, allicine et d’autre composés sulfuriques (méthyle, allyle, propyle et propényle), des
composée soufrés et méme un taux élevé en vitamine E, fer, protéines (peptide de glutamyle),

zinc et magnésium (Saffedine, 2015).

L’importance thérapeutique et alimentaire de [’Allium ursinum, due a leur propriétés

antiparasitaire, fongicides, antibactérienne et antioxydant (Bianchini et al., 2001).
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Figure 3 : Structure chimique des certains composés d’Allium ursinum détecté par GC-MS 1,

methyl 2-propenyl sulfide; 2, propylthiol; 3:dimethylthiophene 4, 2-methylpentanal; S, hex-3-

en-1-ol; 6, 2-hexenal; 7, dimethyl disulfide; 8, (E)-methyl 1-propenyl; 9, (Z)-methyl 1-
propenyl disulfide ; 10, methyl propyl disulfide; 11, methyl 2-propenyl disulfide ; 12,

dipropyl disulfidee; 13, 2-propenyl propyl disulfide ; 14, (Z)-1-propenyl propyl disulfide ; 15,

(E)-1-propenyl propyl disulfide ; 16, (E)-1-propenyl 2-propenyl disulfide ; 17, di-2-propenyl

disulfide ; 18, dimethyl trisulfide ; 19, methyl propyl trisulfide ; 20, dipropy! trisulfide ; 21
di-2-propenyl sulfide (Schmitt et al., 2005).
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I-7 Utilisations de ’ail des ours

Actuellement, de nombreux médicaments tirent leur origine de plantes médicinales.
Cette forme de médecine ne ce pose pas aux autre thérapie elle augment I’efficacité d’un
traitement on attenue ces effets secondaire, [’Allium wursinum exploiter comme plante
médicinale avant de devenir un condiment ou légume (Sobolewska et al., 2013).

Les études scientifiques sur ces compositions et ces activités pharmacologiques

confirment les propriétés empiriques de cette plante sauvage (Stajner et al., 2008).

I-7-1 En alimentation humaine

Elle a été tres utilisée en Europe et en Asie. On peut manger son bulbe et ses feuilles
come légume ou condiment, elle est excellente cru dans les salades, leur feuilles a été prépare
sous forme de pesto et soupe ou comme épice dans les salades (Pierron, 2014), les tisanes ou

cuite comme des épinards, de consommée sur des tartines ou encore dans du yaourt nature

(Ghesquiere, 2017).
I-7-2 En alimentation animale

Durant les quelques semaine de floraison qui ont lieu d’Avril a Juin, I’ail des ourses
constitue une source de nourriture importante pour de nombreux insecte polinisateurs riches
en nectar et en pollen. Cette plante mellifére prisant un intérét apical non négligeable (Bagiu et

al.,2012).
I-7-3 Thérapeutique

C’est une plante médicinale trés anciennement utilisée pour le traitement des
pathologies cardiovasculaire, des diarrhées et contre les virus intestinaux. L.’ail des ourses est
utilisée pour faire baisser la pression artérielle, stimuler la circulation sanguine, pour la lutte
contre la grippe et contre certaines pathologies virale ou les pathologies du foie et

spécifiquement conte les cancers 2 cause de leur composition en soufre (Stajner et al., 2008).
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I-8 Propriétés biologiques de I’ail des ours

A part son utilisation alimentaire, 1’ail des ourses a aussi des propriétés médicinales. Il
est considéré comme un excellent antiseptique digestif pour désinfectés 1’intestin, soulager les

maux d’estomac, les ballonnements et les diarrhées (Pierron, 2014).

L’ail des ourses constitue un excellent chélateur des métaux lourd, en partie grace a sa
teneur en sélénium qui se lie fortement au métal et ’empéche d’agir ; d’apres Gay Trédaniel,

2006.

Par ailleurs cette plante est utilisée également en tant qu’antibiotique naturel pour
soulager les infections virales et respiratoires grace a leur composition en allicine qui contient
non seulement une forte odeur et aussi de nombreuses bienfaits pour la santé¢ (1mg d’allicine
est 15 fois plus puissante que la péniciline) ce qui permet de protege contre de nombreuses

bactérie, virus et parasites (Ghourri M et al., 2014).

Elle présent un effet protecteurs vis-a-vis de divers cancer ; estomac, colorectale,
cesophage et les paumons grace au composés organo-sulfurés. Modulent 1’activité de divers
enzymes qui active les cytochromes, détoxifient les carcinogenes (glutathion S-transférase) et

inhibe la formation d’adduit d’ADN (Godevac, 2008).
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I-Allium porrum

II-1 Généralité sur Allium Porrum

Le genre Allium est le plus important représentant de la famille des Alliacées, il forme
une grande famille de monocotylédones (Derridj et al., 1996). Elle englobe environ 600
especes réparties en 30 genres, ces especes de ce genre sont répandues généralement pendant
les saisons seches. Tubéreuses, bulbeuses et ayant généralement des fleurs, plusieurs autres
especes sont largement cultivées pour usage culinaire comme le poireau (Allium porrum)
(figure 4) et 1’ail des ours (Allium ursinum) (Bouabbache et khouchane, 2018).

Le poireau fait partie de la famille botanique des Alliacées qui compte plusieurs
plantes d’intérét économique, ces especes sont consommées pour leur bulbe ou pour leur
partie végétative. L’origine du poireau est incertaine, sa domestication proviendrait du
Moyen-Orient, en Egypte antique des traces prouvent que le poireau était déja cultivé. Les
feuilles du poireau sont plates, opposées et de couleur vert sombre (Kari¢ et al., 2005), elles
sont imbriquées les unes dans les autres et leur base engainante forme une pseudo-tige
(Mokrani, 2009), cette partie est la plus appréciée et constitue la partie comestible, elle est de
couleur blanche, c’est le « blanc » de poireau. Les racines sont issues de la base du fiit, cette

zone constitue le plateau racinaire (Boursicaud, 2017).

Figure 4 : Image montre la structure de la

plante « Allium porrum »




Etude bibliographique

Monographie des deux plantes

I1-2 Systématiques
Regne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Liliopsida
Sous-classe : Liliidae
Ordre : Liliales
Famille : Laliaceae
Genre : Allium
Espece : Allium porrum

(D’apres Cronquist, 1981).
I1-3 Etymologie

Anciennement por puis poireau, du latin porrum. Le poireau s’est d’abord produit
dans la région parisienne probablement sous I’influence du mot poir; En fonction de la
période de récolte, les poireaux sont dits d’été, d’automne, d’hiver, ou « baguette » ; les
variétés sont a choisir selon la saison de culture. Généralement elle subdivise en deux variétés
: A. porrum L. Var. porrum et A. porrum L. Var. sectivum (Derridj et al., 1996).
Synonymes : poireau, porreau, poirée, poirette, asperge du pauvre, Allium ampelopasum,
poireau d’été, ail des cheveux. Francais : poireau sauvage, poireau des vignes, poireau

perpétuel. Kabyle: tharnasth. Anglais: leek, com non leek, purret.
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I1-4 Description botanique du poireau

N

Le poireau est une plante vivace herbacée a tige cylindrique de 30 cm, épaisse
recouverte par des feuilles engainant, pliées en deux de couleur vert bleutée qui se differe par
la taille. Elles sont lancéolées en forme de bande ou ruban constitué par des longs nerveux
paralleles a un tronc cylindrique appelé fit de couleur blanche, ce pied ce termine par un

bulbe peu développé parfois des bulbes secondaires (Benmeddour et al., 2015).

Elle est caractérisée par une odeur piquante et pousse dans un sol fertile 1éger et

humide et en plein soleil (Boursicaud, 2017).

L’inflorescence est formée d’une ombelle multiflore, d’ou les fleurs comportant un
périanthe qui constitué de trois sépales et trois pétales, pourpre claire a blanchatre et rayé de
vert ou de rose, six étamines et un ovaire tri-carpellaire, avec un fruit formé d’un capsule a
trois coté et divisé en trois loges chacun d’entre elle renferme deux grain (Bouabbache,
2018).

Il existe plusieurs variétés de poireaux et chacune d’entre elles a une période de
culture d’ou le poireau d’été semé en Janvier, les jeunes pousses sont repiqués a partir d’ Avril
en plan champ ou en terre, celui d’automne est semé en Mars ou Avril puis repiqués en Mai

ou Juin, une autre variété d’hiver est semé que a la fin de Mai.

I1-5 Origine

Le poireau est généralement trouvé en Asie centrale, il est inconnu a I’état sauvage
probablement originaire de I’Est du bassin méditerranéen et vrai semblablement issu de
I’espece Allium ampeloprasum, il existe depuis le début de 1’antiquité. A cette époque, il était
déja au menu des Egyptiens plus tard ; les Romains au Moyen Age. La culture du poireau fut
introduit en Europe ou il est demeuré un légume tres prise jusqu’a aujourd’hui (Hirschegger

et al., 2010).
III-6 Composition biochimique du poireau

La majorité des plantes sont généralement composées par des métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites primaires de 1’Allium porrum ; qui sont apportés par la plante par
la photosynthése et la nutrition; sont les protéines (1,6g), les glucides (2,9g), les oligo-

éléments (fer, iode, zinc, sodium et sélénium), les minéraux (potassium, phosphore et
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calcium), les fibres, ainsi que les vitamines (vitamines B, C et E) (Moumene, 2016). Les
constituants représentant 1’odeur ainsi que le gout d’Allium ampelopasum sont alcényl-
oligosulfides avec méthylpente-2-énal, 1’ex-2-enal, propane thiolces, S-alkyl-cysteine
sulfoxyde et les dérivés propyl et méthyl d’ou ces deux derniers sont transformés en
composés volatiles soufrés quand on découpe le poireau (Douiri et al., 2013).

L’Allium porrum est caractérisé aussi par sa composition en flavonoides qui sont :
isoquercétine (quercétine-2-glucoside) et estragaline (kaempférol-3-glucoside) (Kratchanov

et al., 2010 ; Fattorusso et al., 2001).

I - OH
]‘ D\_.,. . H,.DH
OoH O
01 "oH
OH O ~0OH

Figure 4 : Image montre la structure chimique des deux composés de
Flavonoiques (A) ; Isoquercétine (B) ; Estragaline (Fattorusso et al.,

2001).

I1-7 Propriétés biologique de I’Allium porrum
I1-7-1 Protection des vaisseaux sanguins

Les flavonoides, que 1'on retrouve en quantités importantes dans ce 1égume, renforcent
la paroi des vaisseaux sanguins, en particulier contre les dommages causés par les radicaux
libres. Ces flavonoides stimulent aussi la production d'oxyde nitrique. Il s'agit d'une substance
qui améliore I'élasticité des vaisseaux sanguins et qui diminue les risques dhypertension

(Moumene, 2016).
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I1I-7-2 Richesse en antioxydants

Ce légume contient de puissants antioxydants appelés polyphénols, qui évacuent les
radicaux libres hors de l'organisme, ces radicaux libres peuvent causer plusieurs maladies
chroniques ainsi qu'un vieillissement prématuré de nos cellules. Manger régulierement
des poireaux apportera également une meilleure protection contre diverses formes de cancer

(Mokrani, 2009).

I1-7-3 Efficace pour la perte de poids

Ce savoureux légume fait aussi partie des meilleurs aliments a consommer lorsqu'on
souhaite perdre du poids. En effet, le poireau possede peu de calories et est dépourvu en
matieres grasses. Par ailleurs, il s'agit d'un légume particulierement riche en fibres ce qui
permet de profiter d'une sensation de satiété, tout en ayant un métabolisme actif (Birlouez et
al., 2016).

I1-7-4 Anti-inflammatoire naturel

La consommation réguliere du poireau permet de soulager les personnes souffrant
de maladies inflammatoires y compris le diabéte, 1'arthrite rhumatoide ou encore les douleurs
causées par une obésité, ce sont les flavonoides et polyphénols que 1'on retrouve dans ce

légume qui agissent en tant qu'anti-inflammatoire (Alghazeer et al., 2012).

I1-7-5 Protection contre les maladies cardiovasculaires

Le poireau diminue naturellement la pression artérielle. Manger ce légume réduit aussi
les risques de formation de caillots de sang qui pourraient provoquer une crise cardiaque, cet
aliment participe aussi a 1'élimination de l'homocystéine, qui est une molécule nuisant a

notre santé cardiovasculaire (Osama et al., 2013).
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Matériels et méthodes

I-1 Objectifs
I-1-1 Objectif de travail

Notre étude rentre dans le cadre de tester ’effet des extraits des deux plantes Allium
ursinum et Allium porrum sur Dactivité anti hémolytique, ainsi que l’effet de leurs
associations sur la méme activité. On doit d’abord obtenir les extraits aqueux, de faire un
screening phytochimique de I’extrait aqueux et de doser les polyphénols, les protéines et les
flavonoides, et enfin de déterminer I’activité anti hémolytique et recherche de 1’effet
synergique entre les deux extraites.

I-2 Matériel
I-2-1 Matériel végétale

Deux plantes médicinales ont été utilisées, il s’agit de Allium ursinum et Allium

porrum (figure 6).

Figure 6: A : Photographie d’ail des ours «Allium ursinum », B :

Photographie de poireau «Allium porrum »
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I-2-2 Equipements et solvants

L’ensemble du matériel utiliser pour réaliser cette étude est résumé dans (Annexe 1).

II-Méthodes

I1-1 Echantillonnage des espéces végétales

Les deux plantes ont été récoltées durant le mois de Mars 2019 dans la région d’Ain
Bessame et de Kadiria. Les deux plantes ont été nettoyées pour éliminer les impuretés, puis

conservées a I’abri de la lumiere jusqu’a leur utilisation.
I1-2 Obtention de ’extrait aqueuse

Deux types d’extraits aqueux sont réalisés, soit avec de 1’eau chaude ou avec de I’eau
froide (Gatsing et al., 2005). 50g de poireau et de I’ail des ourses découpés en petits
morceaux sont mis en macération, d’ou chaque échantillon a été mis a température ambiante
avec 250ml de I’eau préalablement refroidie a 4°C pendant 2heures puis avec de 1’eau
chauffée préalablement a 50°C pendant 30 a 45mn. Enfin les quatre extraits est filtré et

conservées au réfrigérant (Bougandoura et al., 2013).
I1-3 Etude phytochimique des extraits

Elle consiste a déterminer les caractéristiques phytochimique des extraits végétaux et
les déférents groupes chimiques présents dans les extraits actifs pour évaluer I’activité anti

hémolytique (Bakchiche et al., 2014). Les résultats ont été évalués comme suit:
+++ : Fortement positif
++ : Moyennement positif
+ : Faiblement positif

- : Négatif

=
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I1-3-1 Polyphénols

Quelque goutte de chlorure ferrique FeCls a 5% ont été ajoutées a SmL de chaque
extrais des deux plantes Allium ursinum et Allium porrum. La formation d’une coloration

noiratre intense indique la présence des polyphénols (Himed, 2015).
I1-3-2 Flavonoides

Sml de chaque extrait aqueux des deux plantes ont été mélangés avec quelques
gouttes de magnésium a 5% (0,5mL). La présence des flavonoides a été indiquée par la

formation d’une couleur jaune (Alain et al., 2015).
I1-3-3 protéines

D’apres le protocole de Madaci et al., (2008), SmL de chaque extrait ont été mélangé

avec quelque goutte de Bradford, une couleur bleu indique la présence des protéines.
III- Dosage biochimique
I11-1 Dosage des polyphénols

a) Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant I’essai de Folin-Denis ou généralement Folin
Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur; la réduction du réactif d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline
en un mélange d’oxyde de bleu de tungstene et molybdéne en présence des polyphénols
totaux, dont cette coloration est proportionnelle au taux des composées phénoliques présente
dans les extraits aqueux qui possede une absorption environ 750 a 760nm (Slinkard et al.,

1977).
b) Mode opératoire

Le taux des composés phénoliques totaux contenus dans les différents extraits aqueux

(les deux plantes) ont été déterminés en se référent a la courbe d’étalonnage obtenu avec
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déférentes concentration d’acide gallique selon Dif ef al., (2015), le taux des polyphénols sera

exprimés en mg d’acide gallique/mL d’extrait aqueux.

Pour cela, 0,25mL d’extrait aqueux est mélangée avec 0,25mL de réactif de Folin-
Ciocalteu a 10% et 0,25mL de carbonate de sodium a 20%. Apres agitation, laissées réagir a
température de 40°C pendant 30min, le mélange est gardé a température ambiante et a
I’obscurité pendant 60min et les absorbances sont lues au spectrophotometre visible a une

longueur d’onde (A) de 765 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée avec des solutions connues d’acide gallique, a
des valeurs allant de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,12mg/mL avec un témoin de I’eau et les
deux réactifs (I’acide gallique et Folin-Ciocalteu) (Achat, 2013).

III-2 Dosage des flavonoides

a) Principe

Protocol modifier de Zhishen et al., (1999) et Kim et al., (2003). La quantification des
flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation d’un complexe tres stable
entre le Chlorure d’Aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des

flavonoides.
b) Mode opératoire

La méthode du Trichlorure d’Aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans
les différents extraits. 0,2mL de solution contenant 0,2mlL de [’extrait avec 0,8mL de
méthanol, est ajouté a 1mL de la solution d’Alcl; (2% dans le méthanol). Aprés 10min
d’incubation, I’absorbance est lue a 415nm par un spectrophotometre UV-visible, les
concentrations des flavonoides des différents extraits sont déduites a partir de la gamme
d’étalonnage obtenue a partir de solution de Quercétine préparée a différentes concentration,

dont la solution mere 1mg Quercétine/mL d’éthanol (Cavallito et al., 1944).
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IT1-3 Dosage des protéines
a) Principe

Pour déterminer la concentration totale de protéine dans un mélange complexe par
spectrophotométrie d’absorption des méthodes colorimétriques sont souvent employées. Ces
méthodes basées sur la réaction d’agents chromophores avec les liaisons peptidique ou avec
certains acides aminés des protéines (Madaci et al., 2008). Cette réaction donne naissance a
une coloration dont I’intensité est directement proportionnelle a la concentration de la

protéine selon Bradford et al., (1976).
b) Mode opératoire

La quantité des protéines de I’échantillon est déterminée par référence a une courbe
d’étalonnage établie a partir d’une solution mere de BSA (1 mg/mL). Une série de 10
dilutions a été effectuée 0,9 - 0,8- 0,7- 0,6- 0,5-0,4-0,3-0,2-0,1 (mg/mL), on prend 1ml de
chaque dilution est en mélangé avec 3mL de réactif de Bradford (Annexe 3) puis en mesure

I’absorbance pour tracé la courbe d’étalonnage (mg/mL).

ImL de chaque extrait est mélangé avec 1,5mL de réactif de Bradford, apres Smn on

mesure 1’absorbance a 595nm (Quis, 2008).

IV- Evaluation de P’activité anti hémolytique des extraits
a) Principe

Pour évaluer I’activité anti-hémolytique des extraits aqueux de notre plantes (Allium
ursinum et Allium porrum), la capacité de ces extraits a stabiliser la membrane des globules
rouges vis-a-vis de l’attaque par le peroxyde d’hydrogene (H,O,). Les tests d’évaluation
utilisés reposent sur la mesure par méthode spectrophotométrique de 1’hémoglobine libérée
(couleur rouge) suite a la rupture de la membrane des globules rouges (Haddouchi et al.,

2015).

=
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b) Préparation des érythrocytes

La suspension érythrocytaire a été préparée selon le protocole de Alinezhad et al.,
(2012). Le sang hépariné a été centrifugé a 1500tr/min pendant 10min. Le plasma et les
couches de globules blancs ont été aspirés et éliminés. Les érythrocytes contenus dans le culot
ont été repris dans le tampon Tris/HCI (a 0,2M a pH 7,4) a 10 volumes. Apres mélange par
retournement, les échantillons ont été a nouveau centrifugés a 15000tr/min pendant 10min et
le surnageant a été éliminé a 1’aide d’une micropipette, le lavage du culot a été répété trois
fois dans les mémes conditions. Les érythrocytes lavés ont été suspendus dans le Tris/HCl

(v/v), puis conservés pendant 2 a 4 jours a 4°C.

¢) La mise en évidence de I’activité anti-hémolytique

Une suspension érythrocytaire a 4 % a été préparée dans le Tris/HCI dont la molarité a été
de 0,2M et un pH de 7,4. 2mL de cette suspension ont été ajoutés a 0,5mL de chaque
concentration d’extrait a tester déja préparés dans le Tris/HCI. Puis, le milieu a été dilué en le
complétant avec le Tris/HCI jusqu’a 5ml dans chaque tube a essai. Le mélange obtenu a été
incubé pendant Smin a température ambiante. 0,5ml de HO, a 1M préparés dans du Tris/HCl
ont été ajoutés pour induire la peroxydation des lipides membranaires des érythrocytes
(Annexe 4), le mélange réactionnel a été incubé pendant 2 heures dans un bain marie a 37°C.
Ensuite, les échantillons ont subi une centrifugation a 1000tr /min pendant 10min. Enfin, les
surnageant obtenus dans chaque tube ont été aspirés et la lecture des DO ont été réalisées a
540nm a I’aide d’un spectrophotometre. Afin d’avoir une hémolyse totale (100 %) un contrdle
contenant 2mL de suspension érythrocytaire a 4% ont été incubés avec 2mL de H,O, (Khalili,
2014).

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule décrite en

dessous :

% d’inhibition de I’hémolyse = (Ac — Ae / Ac) *100.

Dont :
Ac : c’est I’absorbance obtenue apres hémolyse totale.

Ae : c’est I’absorbance obtenue en présence de I’ extrait.

=
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d) Etude synergique

Pour évalué I’effet anti-hémolytique des deux plants, des associations entre les extrait

aqueux a été réalise. Ces associations sont caractérisées par quatre types d’interaction :

— Indifférence : I’activité n’est pas affecter par la présence de 1’autre.

— Synergie : I'effet de 1’association est significativement supérieure a la somme des
activité de chacun étudier séparément a la méme volume.

— Antagonisme : 1’association diminue I’effet de 1’'un des deux. L’activité de cette
association est inférieure a la somme des effets de chacun étudié séparément au méme

volume.

Le méme protocole a été utilis€ée avec quelque modification des volumes, dans lequel au
lieu de 0,5mL de chaque extrait (Af, Ac, Pf, Pc), on a utilisée les volumes suivant (0,5+0,5)
pour les extraits : PA (ff), A (fc), PA (cc), P (fc), PA (fc) et (0,25P+0,5A), (0,5P+0,25A) pour

les mémes combinaisons.

&
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II- Résultat et discussion

II-1 Rendement d’extraction

Cette extraction est destinée a séparer les métabolites secondaires solubles, par
diffusion a travers une matrice solide (matériel végétale) vers une matrice liquide (I’eau
distillée). C’est 1’état préliminaire avant toute analyse quantitative d’ou le solvant utilisés
dans cette extrait est ’eau distillé a froid et a chaud et cela nous a permet d’obtenir les

résultats illustrer dans la figure 7.

Figure 7 : Images des extraits aqueux des deux plantes « Allium ursinum et Allium

porrum »

Allium porrum traité par I’eau froide (A), par I’eau chaude (B), Allium ursinum traité par I’eau froide (D), par

I’eau chaude (C)

Dans le bute d’avoir une meilleur extraction des principes actives, le choix de la
méthode est treés important avant toute analyse quantitative et qualitative des extraites des
plantes. Le choix de ce solvant (eau froid et chaud) a pour but d’extraire le maximum des
composée phénoliques et protéiques. Dans le méme contexte d’extraction, une autre étude a
été réalisée par Moumene, (2016) sur le genre d’Allium d’ou ils sont suivre le méme procéder

par I'utilisation de trois solvant éthanols, méthanol et I’eau distillée sur les bulbes.

I1-2 Etude phytochimique des extraits

Les testes phytochimiques réalisés sur les extraits brutes des deux plantes (Allium
froid, Allium chaud, Allium froid et Allium chaud) permet d’avoir les résultats ces dessues
(Tableaul). Le forte ou la faible présence de chaque fraction chimique a été jugé par le degré

de coloration :

E
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e 4+ Réaction faiblement positive.
® ++ Réaction moyennement positive.
® +++Réaction fortement positive.

e _ Réaction négative.

Tableau 1 : Résultat de criblage phytochimique des extraits d’Allium ursinum et Allium

porrum.
Groupe Plante
chimique
Allium porrum Allium ursinum
Froide Chaude Froide Chaude

Protéines + ++ ++ +++
Flavonoides + + ++ ++
Polyphénols +++ + + +++

Principalement 1’Allium ursinum (Au) qui présente le taux le plus important en
protéines et en flavonoides sachant que les protéines sont fortement présentes dans I’extrait
Ac par rapport a I’extrait froid : notre travail est similaire a celui de Moumen, (2016) avec
d’autre especes de méme genre, car les protéines de 1’ail sont thermostable et la chaleur
facilite la libération des protéines en brisant la paroi de la graine. Les flavonoides présentent
les mémes quantités dans les deux extrais a froid et a chaud. Par contre I’extrait d’Ap présente
des quantités moins importantes en protéines et en flavonoide (Fichaux, 2016), toujours avec
une présence plus important des protéines dans I’extrais chaud avec une faible présence de

flavonoide dans le méme extrait.

De facon générale, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent a
confirmer les travaux de (Derridj et al., 2013). Ces derniere ont permis de metre en évidence
la richesse de 1’ail en composées bioactifs (polyphénols, flavonoides et les protéines), sachant
que les polyphénols sont fortement présents dans les extraits Ap a froid et Au a chaud ; cette
différence et due a la nature des composés phénoliques qui comporte chaque plante et leur

solubilisation dans I’eau.

Les teste phytochimique réalisée par Najjaa et al., (2014) sur le genre d’Allium ont

montré également la présence des métabolites secondaires ce qui est comparable a nos
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résultats, d’ou la différence de teneur en polyphénols, protéines et flavonoide pour les quatre

extraits peut étre attribuées a la déférence de 1’espece, les propriétés physico-chimique de

composés des deux plante et a la sensibilité a la chaleur.
I1-3 Taux des phénols totaux

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de la
courbe d’étalonnage (Annex5) et exprimée en mg équivalent d’acide gallique par mL

d’extrait (mg EAG/mL E). Les résultats obtenus sont présenté dans le tableau 2.

Tableau 2 : Teneur en polyphénols totaux des extraits.

Les extraits Phénols totaux (mg EAG/mLE)
Allium porrum a froid 0,19+0,01

Allium porrum a chaud 0,043+0,0013

Allium ursinum a froid 0,052+0,005

Allium ursinum a chaud 0,19+0,008

A partir de ces résultats, on peut dire qu’il n’ya pas une déférence entre la teneur des
polyphénols des deux plantes (0,19%), sachant que les extraits Ac et Pf (0,19+0,008,
0,194£0,01 mg EAG /mL E respectivement) ayant une teneur importante en polyphénols par

rapport au deux autres extraits de Pc et Af (0,043+0,0013et 0,052+0,005mg EAG/mL E).
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Figure 8 : Histogramme représente la comparaison de taux des phénols

totaux entre les quatre extraits.

P; Allium porrum, A; Allium ursinum, £; Froid, c¢; Chaud.
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Les résultats de la figure 8 montre que la teneurs en polyphénols des deux plantes

s’avere inférieure a celles obtenues par Sahnoun et al., (2017) et Djurdjevic et al., (2003)
qui ont travaillé sur ’Allium ursinum avec un teneur de 0.38 et 1,01+£0,14mg EAG/ml E
respectivement. La différence des résultats et due a la nature des composées phénoliques et
leur solubilités qui est gouvernés par le degré de polarisation, parce que les polyphénols
comme indique le nom caractérisées par la présence de plusieurs groupes phénoliques
associés en structure plus ou moins complexe, sont solubles dans 1’eau avec une polarité

élevée.

Généralement, les especes d’Allium sont connues par leur composés phénoliques
(Najjaa et al., 2014). Les analyses quantitatives des polyphénols de Allium réalisés par
Ouedraogo et al., (2015) ont montré que I’extrait a une teneur proche de nos
résultats (=0,195mg/g) mais il est a retenir que la variation de rendement peut étre attribuée a
la partie étudiée de la plante et la région de la récolte. La faible spécificité du réactif de Folin-
Ciocalteu est I'inconvénient principale du dosage colorimétrique, car le réactif est
extrémement sensible a la réduction des groupes hydroxyles non seulement ceux des
composés phénoliques mais également de certains sucres et de protéines. Le dosage par ce
réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extraits, il
n’est pas spécifique aux polyphénols mais beaucoup de composés peuvent réagir avec elles

donnent un taux phénolique apparent élevés (Vuorela et al., 2005).
I1-4 Taux des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlCl; en utilisant comme
standard la Quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de la
Quercétine par mL d’extrait (mg EQ/mL E), une couleur jaunatre apparait dans tous les
extraits d’Allium apres addition de la solution de Chlorure d’Aluminium, cette coloration

révele la présence des flavonoides. Les résultats et représenté dans le tableau 3.

&
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Tableau 3 : Teneur en flavonoides dans les quatre extraits.

Les extraits Taux des flavonoides (mg EQ/mL E)
Allium porrum a froid 0,007£0,001
Allium porrum a chaud 0,012+0,003
Allium ursinum a froid 0,031+0,004
Allium ursinum a chaud 0,01440,002

On conclue, a partir de ces résultats qu’il y’a une différence entre le taux des
flavonoides entre les deux plantes, sachant que les extraits Ac et Af (0,014+0,002 et
0,031+£0,004 mg EQ/mL E respectivement) ayant une teneure important en flavonoide par
rapport au deux autres extraits de poireau a froid et a chaud (0,007£0,001 et 0,012+0,003 mg
EQ/mL E) (figure 9).

Les écarts trouvés entre les résultats obtenus sont tout a fait justifiés d’apres Bozin et
al., (2008) qui ont travaillée sur I’Allium sativum (0,041mg/g). En effet, les conditions
d’extraction, 1’état et 1’origine de 1’échantillon en termes de région de récolte, saison de
collecte et de cultivation ainsi que la diversité structurelle et les propriétés physicochimiques
des flavonoides, la méthode de conservation et I’exposition des plantes a la lumiere et méme

la différence de I’espece peuvent affecter la teneure en flavonoides (Bouyhya et al., 2016).

Flavonoides
0,04 -

0,035 -
0,03 -
0,025 -
) 0,02

0,015 -
H flavonoides
0,01 A
0,005 - -
0 n
Pc Pf Af Ac

Les différents extraits des deux plantes

Tux des flavonoides (mg EQ/ml

Figure 9 : Histogramme représente la comparaison de la teneure en

protéines entre les quatre extraits.

P; Allium porrum, A; Allium ursinum, f; Froid, ¢; Chaud.
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I1-5 Taux des protéines

La teneure en protéines chaque extrait a été calculées a partir de la courbe

d’étalonnage (Annex5) est exprimé en mg équivalent de BSA par ml d’extrait (mg EBSA/mL

E). Les résultats obtenus sont présenté dans le tableau 4.

Tableau 4 : Teneur en protéine des différents extraits aqueux.

Les extraits Protéines (mg EQ/mL E)
Allium porrum a froid 9,83+1,6
Allium porrum a chaud 8,79+1,64
Allium ursinum a froid 3,67+1,43
Allium ursinum a chaud 37,625+6,002
Protéines
50 -
M 45 -
E 40 - |
% 35 A
M 30 -
m 25 -
g 20 - o
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= Les différents extraits végétaux des deux plantes

Figurel0 : Histogramme représente la comparaison de la teneure

P; Allium porrum, A; Allium ursinum, f; Froid, ¢; Chaud.

en protéines entre les quatre extraits.

D’apres les résultats illustrés dans la figure 10, le taux de protéines le plus élevé a été

observés dans I’extrait Ac (37,625+6,002 mg /mL), suivi par I’extrait Pf (9,83+1,6mg /mL) et
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Pc (8,79£1,64 mg/mL), I’extrait Af présent la plus faible teneure en protéines (3,67+1,43

mg/mL).

D’apres Sobolewska et al., (2013), généralement les especes d’Allium ursinum
présentent les quantités les plus élevées en protéines localisés dans les feuilles et bulbes. I
n’est pas affecté par la chaleur grace a leur richesse en cystéine sulfoxydes et les acides
aminés soufrés, ce qui augmente la solubilité des protéines dans 1’extrait chaud. Par contre, les
especes d’Allium porrum ayant une teneur moins importantes en protéines par rapport au Au
spécifiquement les acides aminées soufrés, avec des quantités élevées en acide aminés libre
(Derridj et al., 2013), ce qui explique nos résultats.

La variation de la teneur en protéines des deux especes s’explique par leur
différence de composition chimique, structure, solubilité et les conditions d’extraction
(température) et méme 1’exposition a la lumiere affecte la teneure en protéine dans chaque
extrait. D’autre part, la méthode de Bradford ne permet pas de détecter les protéines de faibles
poids moléculaire (<300Da) (Bradford, 1976) et réagit positivement aux tannins ce qui rend
difficile a extraire les protéines, d’ou les différences significatives entre les extraits des deux

plantes (Stajner et al., 2003).

&
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III- Activité anti-hémolytique

Afin d’étudier I’effet des extraits d’Allium sur les globules rouge nous avons soumis
ces derniers a des conditions de stress oxydant par 1’ajout de H,O,. Lorsque les hématies sont
soumises a un stresse oxydatif, les radicaux conduisent a des altérations membranaire et par

conséquent une hémolyse.

Dans le présente travail, nous nous sommes intéressés a évaluer 1’effet protecteur que
pourraient avoir les métabolites primaires et secondaires d’Allium sur la préservation de
I’intégrité membranaires des globules a différentes concentrations et avec différentes

combinaisons entre les quatre extraits, les résultats obtenues sont présentés dans les figure 11.

120 ~
& 100 - T
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E 80 - T
ko)
% 60 - T ;
‘g 40 - i % inhibition
2
3
& 20 A

0
Pf Pc Ac Af
Les extraits 0,25mL

Figure 11: Histogramme représente 1’effet des extraits d’Allium

sur I’activité anti-hémolytique.

P; Allium porrum, A; Allium ursinum, f; Froid, ¢; Chaud.

D’apres les résultats obtenus, une hémolyse de 76,44+9,44, 54,41+5,43, 46,57+4,89 et
91,64+9,11% est obtenue a un volume de 0,25 mL (d’extraites/2mL d’hématies) Pf, Pc, Ac et
Af respectivement (Annexe 6), d’ou tous les extraits présentent une activité anti-hémolytique
sachant que le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse le plus élevés a été enregistrés par Af

(91%) suivi par I’extrait Pf (76%), Pc (54%) et Ac (46%). Les extraits des




Etude expérimentale

Chapitre II : Résultat et discussion

deux plantes a froid montrent le pourcentage d’inhibition le plus élevé par rapport aux deux

extraits a chaud.

120 ~

100

80 -
60
¥ %inhibition
40
20
0
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Les extraits de 0,5mL

pourcentage d'inhibition

Figure 12 : Histogramme représente 1’effet des extraits

d’Allium sur I’activité anti-hémolytique.

P; Allium porrum, A; Allium ursinum, f; Froid, c; Chaud.

D’apres les résultats obtenus (figure 12), une hémolyse de 88,87+8,86, 84,78+9,17,
61,444,76, 72,6249,15 % est obtenue a un volume de 0,5 mL (d’extrait/2mL d’hématie) Pf, Pc,
Af et Ac respectivement (Annexe 6). Ou tous les extrait présente une forte activité anti-
hémolytique sachant que le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse le plus élevés a été
enregistrés par Pf (88%) suivi par ’extrait Pc (84%), Af (72%) et Ac (61%), L activité anti-
hémolytique augmente avec 1’augmentation de volume d’extrait (Pf, Pc, Ac) sauf I’extrait Af

qui montre un effet inverse.

L’évolution de I’activité anti-hémolytique a été proportionnelle au volume de 1’extrait
c’est-a-dire plus le volume de I’extrait augmente plus le pourcentage d’inhibition augmente.
Nos résultats sont partiellement similaires a ceux trouvés par Nabavi et al., (2014) sur
d’autres espece (Allium scabriscapum) avec un pourcentage d’hémolyse de 22% a une
concentration de 2ug/mL. Vue que les deux plantes sont exploiter par la premiere fois, il n’y a
pas des travaux similaires sur elles, mais des activités anti hémolytiques proches ont été

obtenues par Chaudhory et al., (2014) avec d’autres plantes (Allium cepa), ce qui laisse
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suppose que les deux plantes sont de composition proches ou qu’elle renferme le méme

profile de principes actifs.

L’effet anti-hémolytique peut étre attribué aux métabolites secondaires présents dans
ces extraits tels que les flavonoides et les polyphénols (Thephinlap et al., 2013). En effet,
plusieurs études ont prouvé que certaines des composés phénoliques notamment les
flavonoides possedent des propriétés anti-radicalaires, en neutralisant ou en piégeant les
radicaux libres (Khalili et al., 2014). De plus, les polyphénols sont connus comme chélateurs
des métaux de transition, réduisant ainsi la vitesse de réaction de fenton. Ils peuvent aussi
empécher les oxydations causées par le radical hydroxyle et empécher le passage de I’'H,0, a
travers la membrane érythrocytaire et la génération des radicaux libres (Wong et al., 2006).

L’inhibition de I’hémolyse peut étre aussi due a ’interaction des protéines de 1’extrait
avec celle des érythrocytes, qui ont des fonctions biologiques importantes. Il peut y avoir un
effet protecteur sur les érythrocytes soit par I’interaction des protéines de I’extrait avec les
lipides membranaire des érythrocytes ; qui sont la cible d’oxydation ; ce qui les proteége contre
la destruction et I’oxydation (Chaudhuri et al., 2007), ou par une maniére indirecte en
présence des protéines de I’extrait qui entrent en compétition avec les protéines membranaires
pour le piégeage des radicaux libres par ’'H,O,, ce qui permet la protection des érythrocytes
contre I’hémolyse car les agents radicalaires qui attaquent les protéines provoquent

I’oxydation de certains résidus.

IV- Recherche de I’effet synergique

Nous avons combiné chaque extrait des deux plantes a froid et a chaud a différents
volume afin de déterminer la capacité éventuelle des extraits a augmenter I’effet anti-
hémolytique, d’ou on va mélanger les extraites des deux plantes par exemple 1’extrait
d’Allium ursinum froid avec I’extrait d’Allium porrum chaud a des volumes différents et

comparer 1’effet anti-hémolytique des extrait seul avec celles des combinaisons.

&
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Figure 13 : Histogramme représente 1’effet de la combinaison des extraits

d’ Allium sur I’activité anti-hémolytique.

P : Allium porrum, A; Allium ursinum, f; Froid, ¢; Chaud, PA (ff); mélange des deux

extraits : 0,5ml d’Allium porrum a froid et 0,5ml d’Allium ursinum a froid.

Les résultats de 1’effet synergique de la combinaison 0,5mL d’Ap/0,5mL d’Au
(figure13) ont révélé un effet antagoniste avec les extraits Allium porrum a chaud + Allium
ursinum a chaud, (PA (cc)), Allium porrum a froid + Allium ursinum a froid (PA (ff)), Allium
porrum a froid + Allium porrum a chaud (P (fc)); 26,25+£3,79, 64,99+4,73, 46,15+6,64%
respectivement (Annexe 6), cet effet s’est traduit par 1’observation de la diminution de

pourcentage d’hémolyse des deux combinaisons.

Par contre, 1’association Allium ursinum a froid + Allium ursinum a Chaud (A (fc)) a
révélé un effet synergique donc ; I’activité de cette association est supérieure a la somme des
effets de chacun étudié isolément au méme volume (0,5mL). En parallele, un effet
d’indifférence a été observé avec Allium porrum a froid + Allium ursinum a chaud (PA (fc)) ;

(74,0518,67%) ou I’ activité n’est pas affectée par la présence de 1’ autre extrait.

N

On remarque que le pourcentage d’inhibition le plus élevés a été enregistrés dans

I’extrait A (fc) grace a leur teneur élevés en protéine, flavonoide et polyphénols.
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Figure 14: Histogramme représente 1’effet des extraits en synergique sur

I’activité anti-hémolytique.

P : Allium porrum, A : Allium ursinum, f : Froid, ¢ : Chaud, PA (ff); mélange des deux

extraits : 0,25ml d’Allium porrum a froid et 0,5ml d’Allium ursinum a froid.

Les résultats de 1’effet synergique de la combinaison 0,5mL d’Ap/0,25mL d’Au (figure
14) ont révélé un effet antagoniste avec I’extrait PA (ff), 29,31+4,85%, cet effet s’est traduit
par I’observation de la diminution de pourcentage d’hémolyse des deux combinaisons. Par
contre, 1’association A (fc), PA (cc) et PA (fc); 82,73+7,14, 93,01+5,71, 82,73+7,21%
respectivement (Annexe 6) révele un effet synergique. En parallele, un effet indifférence a

été observés avec P (fc) (77,03+£4,49%).

On remarque que le pourcentage d’inhibition le plus élevés a été enregistrés dans

I’extrait PA (cc) grace a leur teneur élevés en protéine, flavonoide et polyphénols.
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Figure 15 : Histogramme représente 1’ effet des extraits en synergique

sur I’activité anti-hémolytique.

P : Allium porrum, A : Allium ursinum, f : Froid, ¢ : Chaud, PA (ff) : mélange des

deux extraits : 0,5ml d’Allium porrum a froid et 0,25ml d’Allium ursinum a froid

Les résultats de I’effet synergique de la combinaison de 0,25mL d’Ap/0,5mL d’Au
(figure 15) ont révélé un effet antagoniste avec I’extrait PA (ff), PA (cc), P (fc) ; 42,3748,78,
59,40+9,74 et 45,194491% (Annexe 6), cet effet s’est traduit par 1’observation de la
diminution de pourcentage d’hémolyse des deux combinaisons. Par contre, 1’association PA

(fc) ; 94,94+6,04% révele un effet synergique.

En parallele, un effet indifférence a ét€ observé avec A (fc); 75,96+9,74%. On
remarque que le pourcentage d’inhibition le plus élevés a été enregistrés dans 1’extrait PA (fc)

grice a leur teneur élevés en protéine, flavonoide et polyphénols (Adly et al., 2015).

Une meilleure activité anti-hémolytique des quatre extraits contre les érythrocytes
humaines a été enregistrée dans les combinaisons A (fc), PA (cc) et PA (fc) ; 82,73+7,14,
93,01+45,71, 82,73+7,21% respectivement, avec 0,5ml d’Au et 0,25mL d’Ap. L’activité anti
radicalaire et le pouvoir réducteur des composés phénoliques présents dans les deux plantes
indiquent que 1’ail des ourses manifeste une activité anti-hémolytique et un pouvoir réducteur

supérieur a celui du poireau.




Concluston




Conclusion

La présente étude avait pour objectif principal 1’évaluation de 1’activité anti-
hémolytique des extraits aqueux des deux plantes Allium ursinum et Allium porrum. La
quantification par méthodes colorimétriques des composés phénoliques ; polyphénols,
flavonoides et protéines montre que les deux plantes d’Allium contiennent des teneurs plus ou
moins importantes en métabolites secondaires en citant Ac et Pc comportant 0,19mg EAG/mL
E en polyphénols, Af = 0,031 mg EQ/mL E en flavonoides et Ac = 37,62 mg EBSA/mL E en

protéines comme métabolite primaire.

Avec son potentiel bioactif, le genre Allium avec les différentes especes constitueraient
une importante source en composés doués de diverses propriétés pharmacologiques ; anti-

hémolytique et antioxydant qui justifieraient leur utilisation comme plantes médicinales.

Les résultats de mesure de I’activité anti-hémolytique des extraits aqueux a différents
volume montre que I’extrait Au a froid a une activité importante (91%) par rapport au Au a

chaud (46%) a 0,25mL et avec (88%) de poireau a froid a 0,5mL.

De bonnes combinaisons ont été observées entres les extraits A (fc), PA (cc) et PA
(fo) : 82,73+£7,14, 93,01+5,71, 82,73+7,21% respectivement avec 0,25mL Ap et 0,5mL Au.
En effet, les résultats suggerent que les métabolites secondaires d’Ap et d’Au pourraient &tre

responsables de I’activité anti-hémolytique.

En perspective, des analyses phytochimiques et biologiques plus détaillées seront
nécessaires, en identifiant les principes actifs responsables de 1’activité anti-hémolytique par
des techniques analytiques tel que HPLC, et autre méthodes et en faisant des testes in vivo
pour étudier la toxicités des composés phénoliques et vérifier les propriétés biologique de
leurs différents composants, d’évalués [D’activités anti-hémolytique en utilisant des

concentration plus faibles et aussi d’évalués d’autre activité biologique éventuelles.

E
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Annexe 1 : liste du matériel et réactifs utilisés

A) Verrerie
- Becher 100mL, 200mL, 500mL, SmL

Erlenmeyer 250mL
- Eprouvette 100mL, 500mL
- Entonnoir
- Tube a essai
- Flacons
- Cuve de spectres
B) réactifs
- Carbonate de sodium
- Folin-ciocalteu
- Acide gallique
- Quercitrine
- Ethanol
- Aluminium chloride ALcL5
- Eau distillée
- Tris HCL
- L’eau oxygénée H,0,

- Réactif de Bradford

C) Appareillage
- Bain marie
- Centrifugeuse
- Hotte chimique
- Spectrometre
- PH metre

Annexe 2 : préparation du tampon tris/Hcl a 0 ,1 M

Faire dissoudre 0,6g de la poudre tris dans 50mL de I’eau distillée.
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Ajuster le pH de la solution qui est au départ basique (PH = 10, 8) par I’adition de
solution HCl a 1 N jusqu’a PH =7, 4.

Annexe 3 : Préparation du réactif de Bradford

Faire dissoudre 0,02g de bleu de coomassie G 250 dans 10mL de I’éthanol a 95%
(I’obtention d’éthanol a 95% est effectuée par 1’ajout de 2,03mL de I'eau distillée a 9,6

d’éthanol pur).

Ajouter 20mL de I’acide phosphorique a 85%. Puis, Compléter par I’eau distillée
jusqu'a 200mL.

Annexe 4 : préparation de H;0,a M

— M H,0,= 34,0147 g/mol

— H,0, (10v) : 3% = 3mL de H,O,+ 7mL de H,O
— Ladensité de H;O,= 145g /mol
- d=m/v

- m=d*v

— m=145*3mL

- m=4,35¢g

— n=c*v

- c=n/v

- ¢=0,278/3mL

— ¢ =12,78mol/L

- C1*V1=C2*V2

- C1=12,78M

- ViI=X

- C2=1M

- V2=0,1L

- VI1=1%0,1/12,78

- V1=0,0078L=7,8mL

- 7,8ml H;O,+100ml de H,O
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Annexe 5: courbe d’étalonnage

AbsorbanCE a 765

Acide gallique y=2,3214x+0,0349
R?=0,9987
03

0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

concentration de l'acide gallique en mg/ml

Figure 01 : Courbe d’étalonnage du standard acide gallique utilisé dans le dosage des

absorbance a 420

polyphénols totaux.

Quercétine y = 35,927x + 0,0015

R?=0,9998
0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

concentration de la quercétine en mg/ml

Figure 02 : Courbe d’étalonnage du standard Quercétine utilisé dans le dosage des

flavonoides.
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BSA

09 - y = 0,008x + 0,002
08 - R?= 0,988

07 -
0.6 - ¢
0,5 -
04 -
03 -
02 -
0,1 -

0 T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration de BSA (ug/mL)

Absorbance a 540nm

Figure 3 : courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines totales

Annexe 6 : Tableaux des pourcentages d’inhibition d’hémolyse

Les extraits Pf Pc Ac Af

% d’ihibition 76,44+9,44 54,41+5,43 46,57+4,89 91,6449,11

Les extraits Pf Pc Ac Af

% d’ihibition 88,87+8,86 84,78+9,17 61,4+4,76 72,62+9,15

Les extraits PA (ff) A (fc) PA (cc) P (fc) PA (fc)

% d’ihibition 64,99+4.73 80,17+5,25 26,25+3,79 46,15+6,64 74,05+8,67
Les extraits PA (ff) A (fc) PA (cc) P (fc) PA (fc)

% d’ihibition 29,31+4,85 82,73+7,14 93,0145,71 77,03+4,49 82,73+7,21
Les extraits PA (ff) A (fc) PA (cc) P (fc) PA (fc)

% d’ihibition 42,37+8.78 75,96+9,74 59,40+9,74 45,19+4,91 94,94+6,04







Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’activité anti-hémolytique des extraits aqueux préparés a
partir des deux plantes : Allium ursinum (Au) et Allium porrum (Ap). L’analyse quantitative
des polyphénols, des flavonoides et des protéines des extraits aqueux a montré que la teneur
en composés phénoliques est de 0,19mg EAG/ml E pour les extraits de Ac et Pc, tendis que la
teneur la plus élevée en flavonoides était celle de Af = 0,031 mg EQ/ml E et de Ac= 37,62 mg
EBSA/ml E en protéines. Le pouvoir inhibiteur de I’hémolyse induite par I’H,O; est remarqué
dans les extraits Au a froid avec une activité importante (91%) par rapport au Au a chaud
(46%) a 0,25ml et avec (88%) de poireau a froid a 0,5ml. En effet, la recherche d’un effet
synergique entre les quatre extrais a montré que les extraits A (fc), PA (cc) et PA (fc) avaient
montré les pourcentages d’inhibition : 82,73+7,14, 93,01+5,71, 82,73+7,21% respectivement
avec 0,25ml Ap et 0,5ml Au ayant une meilleure activité anti-hémolytique.

Mots clés : Allium ursinum, Allium porrum, extraits aqueux, activité anti-hémolytique.
Abstract

The objective of this work is to evaluate the anti-hemolytic activity of the aqueous extracts
prepared from the two plants: Allium ursinum and Allium porrum. The quantitative analysis of
the polyphenols, flavonoids and proteins of the aqueous extracts shows that the content of
phenolic compounds is 0.19 mg EAG / ml E for the Ac and Pc extracts, given that the highest
content of flavonoids was Af =0.031 mg EQ / ml E and Ac = 37.62 mg EBSA / ml E protein.
The inhibitory power of H202-induced hemolysis is noted in cold Au extracts with a high
activity (91%) compared to hot Au (46%) at 0.25ml and with (88%) leek cold to 0.5ml.
Indeed, the search for a synergistic effect between the four extracts showed that the extracts A
(fc), PA (cc) and PA (fc) have the inhibition values of : 82.73 £ 7.14, 93.01 £5.71, 82,73
7.21% respectively with 0.25ml Ap and 0.5ml Au having better anti-hemolytic activity.a

Key words: Allium ursinum, Allium porrum, aqueous extracts, anti-hemolytic activity.
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