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/ Résumé \

Le but de ce travail est de contribuer a la valorisation de la plante Albizia lebbeck
(L) Benth dans notre région saharienne. Cette plante appartenant a la famille des fabacées
qui poussent dans les régions tropicales et semi tropicales. Ce travail est fait sur plusieurs
paramétres tels que les dosages colorimétriques, I’activité antioxydante et 1’activité
antibactérienne de cinq parties (feuilles, tiges, gousses, graines et racines) de la plante aux
différents ages (21 ans et 4 ans).

Nos résultats ont montré qu’il n’y a pas des déférences significatives entre la
plante agée de 21 ans et de 4 ans d’Albizia.lebbeck vis-a-vis la plupart des dosages
colorimétriques qu’on a fait, les polyphénols, les flavonoides et les protéines, tandis que
des différences trés hautement significative ont été montrée pour les glucides entre les
différents ages de la plante d’Albizia lebbeck (21 ans et de 4 ans), ceci revient a
I’irrigation de la plante de 4 ans plus que celle de 21ans.

Les Protéines. L’ Activité Antioxvdant, L’ Activité Antibactérienne.

kMot clé: Albizia lebbeck (L) Benth, Polyphénols Totaux, Les Flavonoides, Les Glucides/

Abstract

The purpose of this work is to contribute in the valorization of the plant Albizia
lebbeck (L) Benth in our Saharan region. This plant belonging to the Fabaceae family that
grows in tropical and semi-tropical regions. Our work is done on different parameters
which are colorimetric assays, antioxidant activity and antibacterial activity of five parts
(leaves, stems, pods, seeds and roots) of the plant at different ages (21 years and 4 years).

Our results showed that there are no significant differences between the plant aged
21 years and 4 years of A. lebbeck against the most colorimetric assays that we have done,
polyphenols, flavonoids and protein, while very highly significant differences were shown
for carbohydrates between the different ages (21 years and 4 years) of the plant Albizia
lebbeck, this amounts to the irrigation of the plant aged 4 years more than that of 21 years
old.

Key word: Albizia lebbeck (L) Benth, Total Polyphenols, Flavonoids, Carbohydrates,
Proteins, The Antioxidant Activity, The Antibacterial Activity. /
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GLOSSAIRE

Alexipharmaque : remede prévenant l'effet de poisons ingérés.

Analgésique : est un médicament qui prévient ou diminue la sensation de douleur.
Anaphylaxie : Sensibilisation a une substance, telle que 1'introduction d'une nouvelle dose.
Anticonvulsivant : médicament utilisé¢ pour traiter les convulsions (épilepsie), qui sont des
contractions involontaires di a l'activation subite et intense de neurones cérébraux induisant
des mouvements localisés ou généralisés a tout le corps.

Antidysentérique : remede employé contre la dysenterie.

Antipyrétique : sont des médicaments dont le but est de lutter contre un symptdme, la fievre.
Antiseptique : c’est une substance qui tue ou prévient la croissance des bactéries,
champignons et des virus (micro-organismes) sur les surfaces externes ou internes du corps.
Antituberculeux : Qui est propre a combattre la tuberculose.

Anxiétés : état de trouble psychique, plus ou moins intense et morbide.

Helminthiases : est un terme désignant les maladies parasitaires, causées par des vers
parasites intestinaux.

L’arthrite : désigne l'inflammation d'une articulation.

L’asthme : est une maladie chronique caractérisée par une inflammation (ou irritation) des
bronches.

La syphilis : est une infection sexuellement transmissible due a une bactérie appelée
tréponéme pale (Treponema pallidum).

Nootropique : plantes et substances diverses qui améliorent la cognition.

Ostrogénique : assurant la formation, le maintien et le fonctionnement des organes génitaux.

Vermifuge : Se dit d’'un médicament qui provoque 1’expulsion des vers parasitaires.
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Introduction

Introduction générale

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des
civilisations, I’homme depuis les plus anciennes civilisations, s’est intéressé¢ aux plantes
médicinales et a essayé de les utilisées pour répondre a ses interrogations et a sa curiosité.

A travers les siecles, il a pu grace a ses expériences et son intelligence accumuler un
savoir important et diversifi¢ sur les vertus médicinales des plantes.

De nos jours, nul ne peut ignorer que le traitement traditionnel a base de plantes,
trouve un accueil favorable auprés des populations non seulement du fait qu’il est hérité des
ancétres mais parce qu’il a prouvé son efficacité au fil des temps [1].

Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent 1'avantage d'une tres
grande diversité de structures chimiques et ils possedent aussi un tres large éventail d'activités
biologiques. Récemment, I’attention s’est portée sur les herbes et les épices, comme source
d’antioxydants, qui peuvent €tre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant,
cette matiere végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie, Parmi
ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,
les terpénes et les flavonoides [2].

Parmi les plantes médicinales qui ont une réputation remarquable en raison de sa
nourriture, aliments pour animaux, et la valeur médicinale, on mentionne la plante Albizia
lebbeck, qui est considérée comme un alexipharmaque puissant, et chaque partie de celui-ci
est prescrit pour le traitement des morsures et piqlres d'animaux venimeux. Ses feuilles sont
signalés a étre bon pour les maladies ophtalmiques, la cécité nocturne, la syphilis et 1'ulcere, le
froid, la toux et des troubles respiratoires [2]

Les feuilles sont également utilisées comme fourrage pour le bétail, le paillis et du
fumier en raison de teneurs élevées en azote. L'écorce est amere, vermifuge, et guérit les
maladies du sang, démangeaisons, maladies de la peau, la transpiration excessive,
I’inflammation, la bronchite et les maux de dents et renforce les gencives et les dents; il est
utilisé pour la lépre, la surdité, les furoncles, la gale, la paralysie, et la faiblesse. Apres
séchage et broyage, il est utilis¢ comme substitut du savon. Ses racines soulager les spasmes
et stimulent le systéme cardio-vasculaire, en plus des propriétés anticancéreuses et

spermicides [3].
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Introduction

I1 est important de signaler que la production agricole dans les zones arides est souvent
limitée par la faible fertilité¢ des sols, généralement pauvres aussi bien en macroéléments (N,
P) qu’en oligoéléments (Cu, Zn...), bien que I’eau soit considérée comme étant le facteur le
plus limitant. L’utilisation d’especes adaptées et améliorantes, comme Albizia lebbeck (L).
Benth, peut donc étre intéressante grace a leurs capacités de puiser dans les ressources du sol
par leur systéme racinaire développé d’une part, et d’améliorer la fertilité du sol, en assurant
le recyclage et la redistribution de 1’azote et des autres éléments minéraux a partir des couches
profondes vers la surface du sol, lors de la décomposition de leur litiere, d’autre part [4].

Notre problématique est-de savoir si cette plantes posseéde une activité antioxydante et
antibactérienne, en outre si elle contient les polyphénols, les flavonoides, les glucides et les
protéines on prend en considération les conditions de notre région ?

Dans notre étude on va mettre I’accent sur la différence entre deux différents ages de
la plantes d’Albizia lebbeck (L). Benth, dans différents parameétres, telle que la teneur en
glucide, en protéine, 1’activité antioxydants et I’activité antibactérienne pour voir la quelle
entre elle est plus intéressante sur le plan médicinal et nutritionnel.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances
bibliographiques sur la plante Albizia lebbeck (L). Benth, les métabolites secondaires, ainsi
que sur les antioxydants

Dans la partie expérimentale, nous développerons les matériels et les méthodes
analytiques utilisées pour D’extraction, le dosage colorimétrique des polyphénols, des
flavonoides, des glucides et des protéines, et pour D’activit¢ antioxydante et D’activité

antimicrobienne. Ainsi les résultats obtenus dans notre étude.et leurs discussions.

14



o)

PARTIE
BIBLOGRAPHIQUE




Chapitre 1: Caractéristiques photochimiques

Introduction du chapitre 1

Dans ce chapitre on a développé tous ce qui concerne les radicaux libres, leurs effets
sur I’organisme vivant et les différents antioxydants qui provoquent le pi¢geage des ROS,
aussi les divers métabolites secondaires de la plante.

La question est si les métabolites secondaires interviennent dans la protection de la
plante contre les effets du stress oxydatif causée par les ROS.

1 Caractéristiques photochimiques :
1.1 Les antioxydants
1.1.1 Les radicaux libres et le stress oxydant :

Dans des conditions physiologiques « normales », il existe un équilibre entre la
génération et I’élimination de ROS. Comme nous 1’avons vu, les ROS en quantité faible et
contrdlée sont nécessaires au bon fonctionnement des cellules et interviennent dans des
processus de signalisation cellulaire. En quantité trop importante, ils sont nocifs pour la
cellule et participent au processus de vieillissement cellulaire et a certaines pathologies[5].

Le stress oxydant est généralement défini comme une situation de déséquilibre dans
laquelle les pro-oxydants sont en large majorité par rapport aux antioxydants [5]. Cela peut
étre dl a une surproduction de ROS et/ou une diminution des capacités antioxydants. De ce
fait ’analyse d’un stress oxydant se fait par la mesure des especes participant aux deux cotés
de la balance [5].

Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur de nombreuses
cibles: protéines, lipides et acide nucléiques[6]. Les radicaux libres sont constitués par tout
atome, groupe d’atomes ou molécules ou au moins un électron non apparié occupe une
orbitale externe. Le radical s’en trouve doté¢ d’une réactivité particuliére et peut ainsi réagir
avec d’autres atomes ou molécules et se comporter, selon le cas, comme un oxydant ou
comme un réducteur, afin d’apparier son électron célibataire. Il aura donc tendance soit a
donner son électron, soit a créer une liaison pour combler son orbitale [7].

1.1.2 Les radicaux libres :
1.1.2.1 Origine et destinée des ERO :

La production de ROS peut étre endogeéne par le métabolisme oxydatif dans la chaine
respiratoire mitochondriale ou par les peroxysomes ou bien déclenchée par des sources
exogenes comme les stress biotiques ou abiotiques [6]. En effet, toute réaction impliquant de
'O, et un systéme réducteur de transfert d’¢électrons est susceptible de libérer des ERO [8]

(Figure 1).
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Les défenses antioxydants permettent de réguler la concentration des ROS afin de
maintenir I’homéostasie des fonctions physiologiques. Une dérégulation de ce systéme altére
les fonctions physiologiques et meéne soit a des défauts de signalisation cellulaire ou de

défense contre les pathogénes soit a des dommages cellulaires pouvant entrainer 1’apoptose

[5].

Lumié¢re UV Oxydases
0, » H,0,

1120, =

Oxygéne singulier Oxygéne  Superoxyde Peroxyde
Cycles redox 1Ismutascs d'oxygene
Arginine NADPH ox .| myélopero
mitochoderie Cr'l xidase

()_" HOCI
Anion super oxyde

NO

Monoxyde d'azote

Fe*
ONOO = OH
. , 'l 't- .
perarynirie Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation ffcnfo?&)'dalion Oxydation de
proteines des cascades des proteines lipidique I' ADN
de kinases

Figure 1 :Origine des différents radicaux libres oxygénés et espeéces réactives

de l'oxygene impliqué en biologie [9].

1.1.2.2 Les Différents Radicaux Libres Oxygénés :
1.1.2.2.1 Le Radical Anion Superoxyde O," :

Le radical superoxyde O, est la premiére espéce réactive de 1’oxygéne formée. Il
provient du fait que I’oxygeéne dans son état fondamental posséde 2 électrons non appariés et
doit recevoir un électron a la fois, ce qui est le cas lors de la fuite d’électrons de la chaine
respiratoire. Le radical superoxyde peut agir comme un oxydant ou un réducteur. Cependant
son taux de réaction avec les lipides, ’ADN ou les protéines est assez lent. Le radical
superoxyde est capable de réagir avec I’ion ferrique Fe*™ pour donner I’ion ferreux Fe®” et de
I’oxygene (voir réaction 1).

D’autre part, il peut se dismuter soit spontanément soit de maniére enzymatique, et

mener a la formation du peroxyde d’hydrogéne H,0,, une espéce non radicalaire[5].
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02'_ +Fe ——— »  FeT 4 0,

02 +e > 02

L'anion superoxyde O, joue un role trés important dans la génération d'autre radicaux

libres tels que le peroxyde d'hydrogéne H,O, et le radical hydroxyle ‘OH [10].
1.1.2.2.2 Le peroxyde d'hydrogéne H,O; :

Il n'a pas d'électrons non apparié et n'est donc pas un radical. A pH physiologique, tout
ion peroxyde formé va se protoner pour donner immédiatement du peroxyde d'hydrogéne. Au
bilan, le peroxyde d'hydrogene est produit a partir du radical superoxyde en solution aqueuse.
Cet ion provoque la dismutation de I'eau pour former du peroxyde d'hydrogéne et du

dioxygene[ 11].Cette réaction est catalysée par le superoxyde dismutase :

20, +2H" > H0,+0,

Le peroxyde d'hydrogéne est un produit plus stable que les produits qui lui donnent
naissance, ainsi sa réactivité est moins importante. La nature non ionique de cette molécule lui
permet de traverser facilement les membranes cellulaires et ainsi de diffuser trés facilement
d'ou une possibilité d'action a distance [12].
1.1.2.2.3 Le radical hydroxyle "OH :

Est le radical le plus dangereux dans 1’organisme, il est formé de la réaction de 'anion

superoxide avec I'hydrogéne peroxydé [13].

02'_+ H>0, > .OH + _OH + 0,

La fission homolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogeéne peut étre causée
par la chaleur ou par des radiations ionisantes. Cependant, une solution de peroxyde

d'hydrogéne avec des ions ferreux suffit a fournir des radicaux hydroxyles[11, 14].

Fe'2+ H,0, » Fe™ +HO +HO

Le radical Hydroxyle réagit avec les lipides, polypeptides, protéines, et ADN,

spécifiquement la thiamine et la guanosine [15].

1.1.2.2.4 Oxyde nitrique NO ' :

Est un radical avec un électron non apparié, il est formé par l'action du NO synthétase
sur L-arginine [16]. Les cellules du systéme immunitaire produisent a la fois I'anion
superoxyde et 1'oxyde nitrique au cours des processus inflammatoires.

En dessous de ces conditions, I'oxyde nitrique et I'anion superoxyde peuvent réagir

ensemble pour produire des quantités importantes d'une mani¢re beaucoup plus oxydante
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molécule active ’anion peroxynitrite (ONOO) [17], qui est un agent oxydant puissant qui

peut provoquer la fragmentation de I'ADN et 'oxydation des lipides[13].

NO +0,” —»  ONOO

1.1.2.2.5 Nitrique dioxyde NO;.
Formé a partir de la réaction du radical peroxyle (ROOL) avec NO. Le nitrique

dioxyde est un puissant déclencheur de la peroxydation lipidique par sa capacité d'arracher un
atome d'hydrogene d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés [12],il
provoque aussi I’oxydation de 1’acide ascorbique [13].

1.1.3 Marqueurs du stress oxydatif :

Le stress oxydatif, di aux radicaux libres, entraine des dégats tissulaires
essentiellement par 1’oxydation des protéines, de I’ADN ou des lipides[18].
1.1.3.1 Oxydation des protéines :

De fagon comparable a l'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d'étre oxydées par les ROS. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyle
dans la protéine [19].

Lors d’un stress oxydatif important, les cellules sont incapables d’éliminer par
protéolyse les protéines oxydées accumulées, ce qui conduit aux dégats protéiques observés
dans le diabete. Les deux principaux marqueurs biologiques de I’oxydation des protéines sont
la formation de carbonyles protéinés et de groupes nitrotyrosines [19].
1.1.3.2 Peroxydation lipidique :

Les premicres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
(AGPI) sont treés sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d’insaturation.

L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres
réactifs [20]. La peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité¢, de la
perméabilité et de l'excitabilité des membranes. Elle fournit également une grande variété de
produits qui peuvent réagir avec les protéines et 'ADN [21].

Cette attaque des lipides peut concerner aussi bien les phospholipides (PL)
membranaires que les lipoprotéines circulantes, avec des conséquences différentes. En effet,
I’atteinte des PL entraine une modification de la fluidit¢ membranaire, altére les systémes de
transfert d’ions, ainsi que le fonctionnement de nombreux transporteurs, récepteurs et affecte

les voies de transduction des signaux [22].
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1.1.3.3 Dommage de ’ADN :

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont les
premicres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire [23].

Les mécanismes explicatifs proposés sont: 1-1'absence d'histones protectrices autour de
I’ ADN mitochondrial, 2- sa localisation proche de la membrane interne, 3- des mécanismes de
réparations frustres, et 4 une structure circulaire sans introns augmentant statistiquement le
risque de mutations pathogenes ([23];[20]).Les fonctions de la mitochondrie sont donc
particulie¢rement exposées aux dommages oxydatifs provoquant principalement une
diminution de la synthése d'ATP mais aussi. engageant la cellule dans un programme de mort
cellulaire par apoptose avec l'induction du port de transition de perméabilité (PTP) [20].
1.1.3.4 Systemes De Défense Antioxydants :

Les cellules possedent des mécanismes de défense endogeénes enzymatiques et non
enzymatiques qui, de maniere générale, suffisent a renverser le stress oxydant, appelés
antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme étant une substance qui est présenté a de
faibles concentrations par rapport a un substrat, et peut significativement retarder ou inhiber
I’oxydation de ce substrat[24].
1.1.3.5 Systéme Antioxydants Enzymatiques :
1.1.3.5.1 Superoxide dismutase :

Cette enzyme, qui représentent une des premicres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent 1’élimination de I’anion superoxyde O, par une réaction de dismutation, en

le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene [25].

SOD
20, » H,0, + O,

1.1.3.5.2 Catalase :

La catalase est ¢galement responsable de 1'élimination d'H,O, par une transformation
en H,O et O,. Contrairement a la GPx, l'affinit¢ de la catalase pour I'H,O, est élevée
seulement lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogéne sont accrues :

Catalase
2H202 > 02 + 2H2O

Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve

préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol[20].
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1.1.3.5.3 Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR) :

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d'accélérer la dismutation du H,O, en H,O et O,. Lors de cette réaction, deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure.

La glutathion réductase, quant a elle, a pour rdole de régénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d'électron. Ces deux enzymes sont
présentes dans le cytosol et dans les mitochondries [20].
1.1.3.6 Systémes antioxydants non enzymatiques :

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), le béta- caroténe
et les vitamines E et C [20].

Il s’agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme (glutathion,
acide ascorbique) ou dans les membranes cellulaires (alpha-tocophérol, caroténoides).
1.1.3.6.1 Vitamine E :

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, o, ). Le
caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un rdle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. Seuls a et o
tocophérols possédent les propriétés antioxydants les plus intéressantes [26].
1.1.3.6.2 Vitamine C (acide ascorbique) :

La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie
ou dans leurs reins.

Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier d’environ 100 mg
via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des
EOA (HO  ou O,7) [25].

Il a ét¢ montré que l'ascorbate peut recycler 1'alpha-tocophérol, ce qui contribue a
prévenir I'oxydation des lipides. Sans ascorbate, le radical alpha-tocophérol peut jouer un role
pro oxydant et continuer ou méme améliorer la chaine des réactions de la peroxydation

lipidique[26].
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HO
OH

OH
ascorbic acid

Figure 2 :structure d’acide ascorbique

1.1.3.6.3 Vitamine E (tocophérols) :

Sous le terme de la vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (alpha, beta,
gamma, delta). Le caracteére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des
aides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un rdle protecteur en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant[25].
1.1.3.6.4 Glutathion :

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique .Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est
souvent utilis¢ comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H,O, est important,
plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé augmenté [20].

11 fait aussi I’objet d'interactions synergiques avec d’autres composants du systeéme de
protection antioxydant tels que la vit C, la vit E et les super oxydes dismutases [27].
1.1.3.6.5 Le béta-caroténe (provitamine A) :

Est un ¢élément liposoluble des caroténoides qui est considéré comme un provitamine,
car ils peuvent étre transformés a 1'état actif de la vitamine A [28], est d'excellent capteur
d'oxygene singlet et d'autres especes réactives de I'oxygene [29].

L'efficacité des caroténoides comme des antioxydants dépend également de leur
interaction avec d'autres antioxydants, les vitamines E et C, en particulier [30].

Les caroténoides, peuvent perdre leur activité antioxydant a des concentrations ¢levées
ou a des pressions partielles élevées d'oxygéne et ce comportement a été 1i¢ a la faible

probabilité d'effets pro-oxydants in vivo [30].
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1.1.3.6.6 Oligoéléments :

Les métaux de transition peuvent aussi jouer un role protecteur vis-a-vis du stress
oxydant comme composés essentiels des enzymes antioxydants. Ainsi, le cuivre, le zinc et le
manganeése entrent dans la composition du site actif des différents zincs super oxyde
dismutase (Cu/Zn SOD) et super oxyde dismutase manganese (Mn SOD). Le sélénium n'est
pas un antioxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres, mais il joue un role
primordial comme cofacteur de la glutathion peroxydase [25]. Certains oligoéléments,
notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces dans l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent
avoir une action prooxydant (réaction de Fenton, d'Haber-Weiss) [20].

1.2 Métabolites secondaire
1.2.1 Définition des plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie (feuille, tige, racine etc.) posséde des propriétés
médicamenteuses. Environ 35 000 especes de plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré
l'influence croissante du systéme sanitaire moderne [31].

1.2.2 Définition des principes actifs

Le ou les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement
présents dans cette plante, ils lui conferent son activité thérapeutique. Ces composants sont
souvent en quantité extrémement faible dans la plante : ils représentent quelques pourcents a
peine du poids total de celle-ci, mais ce sont eux qui en sont I'élément essentiel.

Des principes actifs se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de manicre
inégale et tous les principes actifs d'une méme plante n'ont pas les mémes propriétés. Exemple
type, l'oranger; ses fleurs sont sédatives; et son écorce est apéritive [32]. Ces composés sont
des composés phénoliques, des terpeénes et stéroides et des composés azotés dont les

alcaloides.
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1.2.3 Différents groupes des principes actifs
1.2.3.1 Polyphénols

Les polyphénols constituent un groupes largement distribué¢ des substances dans le
royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques présents dans tous les
organes de la plante, ils résultent bio génétiquement de deux voies synthétiques principales, la
voie de shikimate et d’acétate [33, 34]. L’¢lément structural fondamental qui les caractérise
est la présence d’un cycle aromatique (benzoique) auquel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,
méthylique, ester, glucides...) [35].

Ils participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits (raisins,
agrumes, etc...), certains d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence [36].

Les fonctions principales attribuées a ces composés chez les végétaux sont la
protection contre les pathogenes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus
aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant [37].
1.2.3.2 Acides phénoliques :

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent é&tre estérifiées,
¢éthérifices et liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique [38].
Ils sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est trés faible car ils sont
considérés non toxiques [39-41].

Les mieux caractérisés pharmacologiquement, sont [’acide caféique et [’acide
ferulique qui montrent 1’effet anticancéreux au niveau des poumons chez les souris, alors que
I’acide gallique agit par le méme effet en prévenant le déclanchement du cancer cesophagien

chez les rats [36].

OH \ OH

benzoic acid cinnamid acid

Figure 3 :Structure de base des acides benzoique et cinnamique.
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1.2.3.3 Flavonoides :

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus", signifiant "jaune", désigne une tres
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend comme
son nom I’indique des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores.
Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet
plus de 6500 structures ont été identific¢es [39, 42].

Leur structure de base est celle d’un diphénylpropane a 15 atome de carbone (C6-C3-
C6) constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux), que désignent les lettres A et B,
reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C[42].

Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont
dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des
végétaux [35].

Les propriétés antimicrobiennes des flavonoides vis-a-vis de différents micro-
organismes pathogénes ont ét¢ mises en évidence[43]. Les flavonoides sont susceptibles de

réagir avec la plupart des especes réactives oxygénées [44].

25



Chapitre 1: Caractéristiques photochimiques

Tableau 1 : Représente la structure de base des principaux flavonoides.

o O
OH
o (@]
flavanon flavonol
0 O
OH
O
flavn-3-ol
flavone
0 O
@]
chalcone isoflavone

1.2.3.4 Tanins

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d'animaux. On distingue deux catégories :

Les tanins condensés, polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de
carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des
anthocyanidines [34].

Les tanins hydrolysables, polymeéres a base de glucose dont un radical hydroxyle
forme une liaison d'ester avec l'acide gallique [34].

De nombreuses activités physiologiques humaines, comme la stimulation des cellules
phagocytaires, activité anti tumorale a médiation par I'hote, et un large éventail d'actions anti-

infectieux, ont été attribués a des tanins [40].
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1.2.3.5 Lignines

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des parois cellulaire
[45].

Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une barriére mécanique,
de gotit désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent
a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse
courante a I’infection ou la blessure [46].
1.2.3.6 Les anthocyanines

Les anthocyanines sont des pigments qui conférent leurs couleurs aux fruits et aux
légumes. Ces pigments sont connus pour étre responsables dans les pétales et les feuilles des
plantes supérieures des couleurs allant du rose au bleu en passant par le rouge, le mauve et le
violet. Les anthocyanes font partie d’une famille de composés appelés les flavonoides. Ils sont
présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines, bois... Certains flavonoides sont plus spécifiques de certains tissus.
Les anthocyanes sont plutot localisés dans les parties externes des fruits. Les anthocyanes
jouent un role prépondérant dans la coloration des raisins rouges [47].

Ces puissants antioxydants diminuent les maladies cardiaques et sont utilisées dans
des préparations antidiabétiques [48].
1.2.3.7 Les saponines :

Les saponines sont des terpeénes glycosylés contenus dans les plantes lorsqu’ils sont
agite avec l’eau produisent une mousse savonneuse [34]. Elles sont des constituants de
nombreuses plantes médicinales ; elles existent sous deux formes : les stéroides et les
triterpénoides. la combinaison d’un triterpéne hydrophobe et d’un glucide hydrophile confére
aux saponosides des propriétés tensioactives [34]. Les saponines posseédent une grande variété
d’activité¢ biologiques telles que : antipyrétique, antalgique, immun-modulatrice, anti-
inflammatoire, anticoagulante. Ils ont des propriétés biologiques importantes et sont utilisés
dans des domaines variés tels que I’industrie, la pharmacie et la cosmétologie [49].
1.2.3.8 Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique) [50], on les trouve dans plusieurs familles des
plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et

certains sont fortement toxiques [38].
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Les alcaloides sont caractérisés par une solubilité faible dans 1’eau, facilement soluble
dans 1’alcool et peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs (réactifs de
Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat). Ils exercent en générale de puissante
action pharmacologique [51].

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) [34]. Les alcaloides sont utilisées dans
plusieurs médicaments, ils affectent chez 1’étre humain le systéme nerveux particulierement
les transmetteurs chimiques ,il ont aussi d’autres effets pharmacologiques telles que I’effet
analgésique (cocaine), anticholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti

hypertensive[50].

morphin

Figure 4: Exemple d'alcaloide la morphine.
1.2.3.9 Terpénes et stéroides
Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au
nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (CsHg)n selon la variation de

nombre n, ainsi que les divers modes d’assemblages [34].

/

Figure 5 :Unité isoprénique.
Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de

carbone, synthétisés a partir d'un triterpeéne acyclique [34].
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Figure 6 :Structure de noyau stéroide.

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils
nommés les stérols[34].
1.2.3.10 Les Polysaccharides :

Ce sont des unités complexes de molécules de sucre liées ensemble que 1'on trouve
dans toutes les plantes. Du point de vue de la phytothérapie, les polysaccharides les plus
importants sont les mucilages « visqueux » et les gommes, présents dans les racines, les
feuilles et les graines. Le mucilage et la gomme absorbent de grandes quantités d'eau,
produisant ainsi une masse gélatineuse qui peut étre utilisée pour calmer et protéger les tissus
enflammés (par exemple quand la peau est séche et irritée ou la paroi des intestins est
enflammée et douloureuse).

La meilleure fagon de préparer les plantes mucilagineuses comme l'orme rouge
(Ulmusrubra) et le lin (Linumu sitatissmum) est de les gorger d'eau froide et les faire
macérer). Certains polysaccharides, comme les pectines, sont utilisés en cosmétologie [52].
1.2.3.11 Les vitamines :

Bien qu’elles soient souvent négligées, de nombreuses plantes médicinales sont
particuliérement riches en vitamines. Le citronnier notamment (Citrus limon) contient des
doses ¢levées de vitamine C et la carotte (Daucus carota) est riche en béta-caroténe
(provitamine A). Le cresson de fontaine (Nasturtium officinale) par exemple, contient des
doses ¢élevées de vitamines B1, B2, C et E et de béta-caroténe peut étre considéré comme un
complément vitaminique et minéral en tant que tel [52].
1.2.3.12 Huiles essentielles :

Pour la 8eme édition de la pharmacopée frangaise 1965, les huiles essentielles
(=essence ou huile volatile) était : des produits de composition généralement assez complexe
enferment les principes volatils contenus dans les végétaux, des extraits odorants obtenu a
partir d’une matiere premicre fraiche d’origine végétale, la synthése et I’accumulation des

huiles essentielles sont généralement associées a la présence de structure histologiques
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spécialisées. Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux: les fleurs, les
feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les graines [53].

Les huiles essentielles de plusieurs espéces de thym ont déja prouvé leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques [54], ils jouent un rdle de protection contre les prédateurs et
attirer les insectes pollinisateurs [39]. Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place
en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des

aliments.
Conclusion du chapitre 1

Au cours de 1'évolution, 1'adaptation des especes vivantes a I'oxygene s'est traduite par

I'apparition d'enzymes facilitant non seulement sa consommation, mais également la
détoxification de ses métabolites réduits que sont le radical superoxyde O,”, le peroxyde

d'hydrogéne H,0O,, ‘OH et d’autre. Ces molécules sont appelées especes réactives de 'oxygene
(ERO) car elles sont beaucoup plus toxiques. Le dysfonctionnement des systémes de
régulation de 1'oxygene et de ses métabolites est a I'origine des phénomenes de stress oxydant.
D’une maniére directe ou indirecte, de nombreux dommages oxydatifs au niveau moléculaire
(acides nucléiques, protéines, lipides...), pouvant affecter considérablement les mécanismes
cellulaires.

Les cellules possedent des mécanismes de défense endogeénes enzymatiques
(superoxyde dismutase, catalase...) et non enzymatiques (vitamine E, vitamine A...) qui, de
maniere générale, suffisent a renverser le stress oxydant, appelés antioxydants

Récemment, ’attention s’est portée sur les plantes comme source d’antioxydants, la
majorité de ces antioxydants sont des métabolites secondaires, parmi ces métabolites, on cite
les composés phénoliques comme les polyphénols, les flavonoides ...etc., qui peuvent étre
employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant. Parmi ces plantes on mentionne
la plante Albizia lebbeck qui contient plusieurs composants et ces composants lui conferent
des propriétés médicinales. Dans le chapitre suivant on va donner plus d’informations sur

cette plante.
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Introduction du chapitre 2

Nous avons abordé dans ce chapitre les caractéristiques de la zone d’El-Oued située en
Algérie, des notions sur la plante A/bizia lebbeck qui est une espéce tropicale appartienne a la
famille des Fabacées et qui est cultivé dans notre région, ainsi, I’utilisation de cette plante
dans le systéme indien traditionnel et dans la médecine folklorique contre plusieurs
pathologies.

La question qui se pose est ce que cette plante peut se développer et s’adapter dans les

zones arides et comment elle a été utilisé pour traiter les maladies ?
2 Présentation de la plante étudiée Albizzia lebbeck (L.) Benth.

2.1 L’histoire de I’arrivée de cette plante a notre région :

L'histoire de l'arrivée de cet arbre dans notre région El-Oued et exactement a la ville
Rabah par Alhaji Mujahid Ben Moussa Lamine est de Médine Arabie saoudite en 1995 apres
un voyage pénible, a travers plusieurs pays européens et asiatiques, il a ramené une tige de
cette plante et il la planté dans sa maison, et cette derniére a grandi, mais ses enfants apres sa
mort, ils "ont replanté au quartier général des travaux de l'institution publique et elle est
devenu un grand arbre. Cette grand arbre est venu d’une région tropicale et a été planté dans
notre région saharienne connu par la sécheresse.

2.2 Les caractéristiques de la région d’El-Oued :

Ce modeste travail a eu lieu dans la région d’Oued Souf, qui fait partie du Sahara, la
formation et 1’évolution des sols dans cette région sont essentiellement conditionnées par le
climat et la salinit¢. Le climat trés aride influe sur la pédogenese par la trés forte
évapotranspiration, ce qui a engendré dans certaines zones de fortes accumulations salines
surtout apres la mise en irrigation [55].

Le climat du Souf est un climat saharien caractéris¢é par un faible taux des
précipitations et des températures élevées, d’une €évaporation importante et d’un rayonnement
solaire excessif. Le vent détériore les parties aériennes des végétaux et agit en accentuant
I’évaporation, les vents sont fréquents et les plus violents se manifeste au mois du printemps
[56].

2.3 Notion sur la famille des Fabacée (Légumineuses) :

Cette famille 1'une de plus importantes du régne végétal ( 10.000 especes environ) est
caractérisée par un ovaire formé d'un seul carpelle qui se transforme en un fruits d'un type
particulier appelée autrefois légume et que l'on désigne plutdt actuellement sans le nom de

gousse [57], d’ou I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette famille est plus
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connue. Les Fabacées constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus
de 730 genres, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical [58]. Les formes
arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions
tempérées [59].

Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les habitats arides ou semi
arides est reliée a leur métabolisme dépendant de 1’azote, qui est considérée comme une
adaptation aux variations climatiques et imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de
I’azote via la symbiose Iégumineuses rhizobium permet aux plantes de cette famille d’obtenir
des taux élevés en azote ammoniacal au niveau de leurs racines en fonction de la demande de
leur métabolisme [58].

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées
dans un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, feve, soja)
qu’animale (trefle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme
combustible, pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais,
réglisse) ou en chimie [58].

Les caracteres floraux permettant de distinguer trois sous-familles assez différentes
entre elles, mais dont chacune est relativement homogene : Mimosées, Césalpiniées et
Papilionaccée [57].

2.4 Notion sur la plante étudiée Albizzia lebbeck (L.) Benth
2.4.1 Habitat:

L'espéce se développe bien a partir du niveau de la mer a 1500 m sur sites recevant
entre 500 et 2500 mm de précipitations annuelles et adaptée a la sécheresse [60, 61]. Alors
qu'il se développe mal sur des sols argileux lourds, mais il tolére une solution saline, sodique,
et les sites latéritiques et aussi les sols pauvres L'arbre pousse mieux sur les sols humides et
bien drainés [60, 62]. Il se retrouve dans I’ Indes; Asie tropicale; Nord de 1'Australie ;
Birmanie; iles Andaman.

A Madagascar : Le Bonara est répandu sur la cote Ouest sur les sols latéritiques et

pauvres [63].
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- Native range
% Exotic range

Figure 7 : la distribution géographique de la plante dans le monde [64].
2.4.2 Noms vernaculaires :

Le mot albizzia est venu de Albizia un naturaliste italien du 18° siécle.AL est une
espece exotique dont l'invasion est de 1'Australie a 1'Inde. Son nom vernaculaire est Shirish
[65]. Il y a quelques noms communs de A. lebbeck donnés ci-dessous selon [66, 67] :

v" En Frangais : langue de belle-mére. Ebénier d'Orient, bois noir des bas.
v En Anglais : Lebbek Tree, Frywood, Koko and Woman's tongues Tree
v" En Malgache : Bonara, Fany.

v" En Arab:lebbek ,labakh ,daqn el-Basha [64].

Tableau 2 : Classification d'4/lbizia Lebbeck (L.) Benth [68].
Reégne Plante

Sous Regne Tracheobionta

Sous Division Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Sous Class Rosidae

Order Fabales

Famille Fabaceae , Leguminosae
Genre Albizia

Espéce Albizia Lebbeck (L.) Benth
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Figure 8 : la plante Albizia lebbeck(L.)Benth (photo originale).
2.4.3 La morphologie de la plante :
2.4.3.1 Les feuilles :

A. lebbeck est un arbre a feuilles caduques de taille moyenne a croissance rapide avec
une couronne en forme de parapluie propagé de feuillage mince et lisse, finement fissurée,
écorce brun grisatre. Dépendre des conditions du site, la croissance annuelle de la hauteur
varie de 0,5 a 2,0 m; sur de bons sites, arbres individuels atteignent une hauteur maximale

moyenne de 18 a 25 m et de 50 a 80 cm de diametre [60, 69].

Figure 9 : les feuilles d’Albizia lebbeck(L) Benth (photo originale).
2.4.3.2 Lebois:

A. lebbeck est une espeéce de bois précieux au sein de sa gamme Asie natale, a déja été
exporté vers I'Europe sous le nom commercial East Indian noyer [60, 70]. Son couleur brun
jaunatre au bois de coeur brun clair a une densité d'environ 0,55 a 0,90 et est a grain grossier,
fort et relativement durable. Il est utilisé pour les meubles, les planchers, placage, boiseries, et
une variété d'outils agricoles [71].

2.43.3 L’écorce:
L'écorce de coupe produit une gomme brun rougeatre qui est utilis€ comme un

substitut de la gomme arabique extraite d'Acacia Sénégal Willd. Ses feuilles, graines, 1'écorce
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et les racines sont tous utilisés en médecine traditionnelle indienne [72, 73]. Dans son aire
d'origine, les espéces est parfois planté comme arbre d'ombrage dans les plantations de café,
de thé, de cardamome et cacao. Il est également utiliser en tant qu'hdte pour l'insecte du lac
[61, 74].

2.4.3.4 Les racines :

Le systéme racinaire comprend en général un pivot moyennement développé pour une
essence de zone seche, et des racines latérales tres longues qui colonisent les horizons
supérieurs du sol jusqu’a une quinzaine de metres du tronc [71]. Dans les sols qui contiennent
des bactéries fixatrices d'azote bénéfiques, les juvénile plants vigoureux produisent une
longue racine pivotante robuste, et les racines latérales forment rapidement des nodules de
Rhizobium [67].
2.4.3.5 Les fleurs :

La floraison peut se produire sur les arbres aussi jeunes que 10 mois, les fleurs
parfumées, de couleur créme se développent sur les tiges latérales en grappes arrondis de 5 a
7,5 cm, étalement blanchatres a jaunes, étamines pointées vert clair, portés aux extrémités des

tiges latérales 4 a 10 cm de long [69].

Figure 10 : les fleurs d’A/bizia lebbeck (L) Benth (photo originale).
2.4.3.6 Les gousses :

Sont des fruits secs et aplaties 10 a 20 cm de long et de 2,5 a 3,8 cm de large, sont
produites en grand nombre et contiennent chacun plusieurs graines. Les gousses immatures
sont de couleur verte, tourner en couleur paille a I'échéance, généralement de 6 a 8 mois apres
la floraison. Les gousses seches restent sur 'arbre dans la saison de floraison suivante [69].

Chez de nombreux genres la gousse est ovoide par fois plus courte que le calice et peut
ne contenir qu'une seule graine, les graines sont facilement extraites des gousses par la main

ou en écrasant et tamisant les gousses [57].
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Figure 11 : les gousses d’A/lbizia lebbeck(L) Benth (photo originale).
2.4.3.7 Les graines :

Les graines dures, brunes et aplaties, de 1 cm de long sont libérés a partir des gousses
déhiscentes matures qui sont attaché a I’arbre ou a partir de gousses emportées par le vent qui
se décomposer plus tard.

En plus, les graines d’Acacia senegal qui est une plante mimosacée produisent une
huile qui a des caractéristiques physicochimiques lui permettant d’étre appliquée en industrie
de revétement et dans les processus de friture. En effet, sa composition en acides gras, acide
oléique (43,62%) suivie par I’acide linol¢ique (30,66%) et I’acide palmitique (11,04%),
montre sa fonctionnalité nutritionnelle désirable et lui permet d’étre un substituant acceptable

pour les huiles conventionnelles notamment celle du Mais dans le régime alimentaire [4].

2ll7207200I5M0B:H 8RAM

Figure 12 : les graines d’Albizia lebbeck(L) Benth (photo originale).
2.4.4 La germination :
La germination est €pigée, et survient généralement entre 4 a 20 jours apres le semis,
avec la germination de pic de 12 a 18 jours [69].La germination et le développement précoce
des plantules sont favorisés en semant des graines juste en dessous de la surface du sol, dans

un milieu humide sous I'ombre de la lumiére ou en plein soleil [60, 61].
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2.5 Composition chimique de la plante :

e Fleurs: acide benzoique [66], stérols variés (Taxérol, cycloartémol, lupéol,
campestérol, sitostérol) [75].

e Ecorces: albiziasaponines A, B et C [76], saponosides, sapogénol triterpénoique
(albigénine), acide acacique, acide albigénique [77], alcaloides III et IV [78, 79].

e Graines : saponosides, albigénine, leucoanthocyanidines. Huile formée de glycérides
de : acide palmitique (7 %), acide stéarique (9%), acide linoléique (32 %) [66].

e Tégument de graines, racines: saponines, acide oléanique, hétéroside de 1’acide
acacique [66].

e Feuilles: saponine hexaglycosylée isolée des feuilles en quantit¢ importante
albiziahexoside [80], deux nouveau tri-O-glycoside flavonoides kaempférol et la
quercitrine 3-O-a-rhamnopyranosyl ont été identifiés a partir des feuilles d’Albizia
lebbeck (L) Benth [81], acide pipécolique (dérivés) [65].

e Racine : Acide échinocystique (saponine) [65, 82]

Les alcaloides des graines d’Albizia lebbeck (L) Benth sont fongicide et cytotoxique
pour les lignes sélectionnées de cellules cancéreuses en croissance in vitro [65].

2.6 L’utilisation traditionnelle de I’A4. lebbeck :

A. lebbeck est utilis¢é dans le systéme indien traditionnel et dans la médecine
folklorique pour traiter plusieurs pathologies inflammatoires, telles que 1'asthme, l'arthrite et
les brilures [83]. A. lebbeck inhibe la dégranulation passive de l'anaphylaxie cutanée chez le
rat [84].Récemment, il a été constaté que 1'extrait alcoolique de A. lebbeck a une propriété
anti-inflammatoire remarquable [85].

I1 est également signalé dans la médecine traditionnelle indienne que A. lebbeck a des
propriétés antiseptiques, activités antidysentérique et antituberculeux [83].

En outre, selon [86] I’extrait aqueux des feuilles d’Albizia adianthifolia exerce des
effets qui améliorent la mémoire par l'intermédiaire de ses antioxydants et atténuer l'anxiété,
la dépression et le stress oxydatif induite chez le rat [87] L’extrait d’écorce d’Albizia a
montré une activité antimicrobienne. L'actif constituant de l'extrait d'écorce sont des
glycosides d'anthraquinone qui provoquent la perte des constituants cytoplasmiques [88]. En
outre, il est utilisé pour la bronchite, la Iepre, la paralysie et les helminthiases [83].

L'administration orale d'une saponine isol¢ a partir d'écorce de A. lebbeck au niveau de
50 dose mg/kg par jour a des rats albinos males ont montré une diminution significative du

poids des testicules, des vésicules séminales épididymes et prostate ventrale [89].
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Les feuilles ont été réclamés pour avoir une activité anticonvulsivant [90]et 1'effet
notropique [91], qui peut étre due a la présence de certains composés importants comme des
alcaloides et des flavonoides.

En outre, I'extrait aqueux de feuilles a montré une activité¢ antioxydant de /’A. lebbeck
chez les rats diabétiques

[92]. L’extrait éthanolique des gousses d’Albizia (50,100 et 200 mg/kg) a montré une
diminution significative de la fertilité et une arrestation de la spermatogenése chez les rats
apres 60 jours [93]et I’extrait aqueux de I’éthanol des graines d’Albizia lebbeck (L) Benth a
révélé une activité anti-diarrhéique qui a été étudiés sur des modeles classiques de rongeurs
[94]. En outre, ont démontré que les fleurs ont une raisonnable activités antipyrétique,
analgésique, ostrogéniques et anti-inflammatoires [95].

Traitement de la conjonctivite allergique en application orale et locale d’A4. lebbeck été
étudié. Cette étude clinique a été réalisée sur 60 cas de différents types de conjonctivite
allergique pour évaluer le role d’A. lebbeck sous la forme de gouttes pour les yeux et des
capsules pour une période de 60 jours pour le traitement et 90 jours supplémentaires pour le

suivi. Des résultats significatifs ont été observés [96, 97].

38



Chapitre 2: Presentation de la plante etudiee

Conclusion du chapitre 2:

Pour conclure I’A. lebbeck est un arbre a feuilles caduques une couronne en forme de
parapluie propagé, écorce brun grisatre. La croissance annuelle de la hauteur varie de 0,5 a 2,0
m; sur de bons sites, arbres individuels atteignent une hauteur maximale moyenne de 18 a 25
m et de 50 a 80 cm de diametre. Le systéme racinaire comprend en général un pivot
moyennement développé pour une essence de zone seéche, et des racines latérales trés longues
qui colonisent les horizons supérieurs du sol jusqu’a une quinzaine de métres du tronc.

Les gousses sont des fruits secs et aplaties sont produites en grand nombre et
contiennent chacun plusieurs graines. Les graines dures, brunes et aplaties, sont libérés a
partir des gousses déhiscentes matures qui sont attaché a I’arbre ou a partir de gousses
emportées par le vent .

Les études récentes sur cette plante ont démontré qu’elle contient différentes
composés chimiques (métabolites secondaires), selon la partie de la plante, par exemple les
graines : saponosides, feuilles : flavonoides kaempférol. Ces derniers composés jouent un role
d’antioxydant dans la plante. Ce qui a permis de considérer la plante comme médicinale.

Donc la réponse de la question est oui, il a été constaté que cette plante peut se
développer et s’adapter aux conditions de la zone aride, comme c’est le cas dans notre zone.

Les extraits d’A. lebbeck est utilis¢ dans le systéme indien traditionnel pour traiter
plusieurs pathologies L’extrait d’écorce d’Albizia par exemple a montré une activité

antimicrobienne.
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Chapitre 3 : Matériels et Méthodes

Introduction du chapitre 3

Dans ce chapitre, on va citer les matériels et les méthodes utilisées pour 1’extraction de
la matiére végétale seche, pour les tests biologiques, tels que le dosage colorimétrique des
polyphénols totaux, des flavonoides, des protéines et des glucides, ainsi, pour l’activité
antioxydante par le teste du DPPH et I’activité antibactérienne testé vis-a-vis 4 souches de
bactérie.

De plus, on a calculé le rendement en extrait éthanolique de chaque partie de la plante.
Enfin on a accédé a une étude statistique par le teste ANOVA pour les comparaisons multiples,
et pour la détermination des taux de signification de chaque parametre.

Cette plante contient-elle des protéines et des glucides pour des raisons
nutritionnelles ? Ainsi des polyphénols et des flavonoides pour des activités antioxydantes et
antibactériennes ?

3 Matériels et Méthodes

3.1 Matériels vivant
Le matériel végétal seche est constitué des feuilles, des graines, des racines, des

gousses, et des tiges obtenues a partir d’un arbre d’Albizia lebbeck (L) Benth une agée de
2lans et I’autre de 4 ans situés a la région de Rabah (google earth )wilaya d’El oued en
novembre 2015.
3.2 Matériels non vivants :

e Spectrophotométrie UV.

e Les cuves.

e Bain ultrasonique.

e Ftuve.

e Rota vapeur.

e Balance de précision.

e Agitateur.

e Mortier.

e Autoclave.

e Plaque chauffante.

e Micropipette.

e Papier Filtre.

e Bec Benzene.

e Ans de platine.
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e Ecouvillon stérile.

e Tube a essai.

e tubes a hémolyse.

e Disques vide stériles.
e Réfrigérateur.

¢ Boites de pétrie.

e Entonnoir.

3.3 Réactifs chimiques et solvants :

Dans cette étude nous avons utilisé: éthanol comme solvant et les réactifs chimiques:
AlCls; Folin ciocolteu; Na,Cos; DPPH; DMSO; H,O distillé ; Acide Sulfurique ; Acide
gallique ; Quercétine.

3.4 Extraction :

L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de biologie de I’université
Echahid Hamma Lakhdar « El-Oued ».

3.4.1 Préparation des extraits éthanoliques :

Les parties de I’arbres ( 21ans et 4 ans) étaient séché dans 1’étuve pendant 72h et broyé
sous forme de poudre en utilisant un broyeur électrique, ont été utilis€¢ 5 g de poudre de
chaque partie dans 50ml d’éthanol avec agitation dans des tubes a hémolyse pour une
macération pendant 48 h, et laissé dans I’ombre dans une température ambiante, aprés on a
procédé a une filtration sous vide pour obtenir I’extrait éthanolique de chaque partie.

Ensuite, on a procédé a I’évaporation du solvant a travers le rota vapeur avec une
température de 70°C. Enfin la petite quantité des extraits qu’on a laissé sont sous mis a un
séchage sur une plaque en verre dans I’étuve pendant 24h, puis on a gratté les extraits par un

gratteur et les mettre dans des tubes dans un réfrigérant.
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Figure 13: rota vapeur

5 g du matériel végétal sec (poudre)
+50 ml de éthanol

Macération a la température
ambiante et al'ombre 72h

Filtration

Evaporation

Extrait éthanolique brut

: “

Figure 14 : Protocole de préparation d'extrait éthanolique par macération.
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Schéma: Présente les différents méthodes des dosages colorimétriques utilisées dans cette

étude

Dosages des Dosages des Dosages des Dosages des PPT | Test du DPPH
protéine glucide flavonoide
50 pl de I’extrait | 50ul 750ul 100ul 940ul de la
protéique + d’échantillon + | d'échantillon + | d’échantillon solution de DPPH
2500ul du bleu | 3ml d’acide 750ul de AICI; | +500ul du Fol- 4% + 240ul
de comassie sulfurique + incubés pendant | Cio+2ml de d’échantillon

incubé pendant 5 | 1ml de phénol | 10 min Na,COs3 (7,5%.) incubés pendant
min A=490 nm A =430 nm 30 min
A=595nm A=517
Age 4 ans 21 ans
Extraits Feu | Ti Go |Gr Ra Feu | Ti Go |Gr Ra
T1 |T1 T1 |T1 |T1 T1 |T1 |T1 |Tl1 T1
Répétitions | T2 | T2 T2 |T2 |T2 T2 |T2 |T2 |T2 T2
T3 |T3 T3 |T3 | T3 T3 |T3 |T3 |T3 T3

Feu : Feuille

Ti: Tige

Go :Gousse @Gr :Graine Ra :Racine T :Tube
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3.4.2 Détermination du rendement
Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante :
R (%) = 100 Mext/Méch.

R: est le rendement en %.

Mex¢: est la masse de ’extrait aprés évaporation du solvant en g.

Mech: est la masse seche la plante en g.
3.5 Dosages des composés phynoliques, des glucides et des protéines :
3.5.1 Polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux des extraits a ¢ét¢ déterminée par la méthode de

Scalbert et al [98] avec modification.
» Principe :

La concentration des polyphénols totaux dans les 10 échantillons a été déterminé par
le Folin-Ciocalteau, qui est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture
phosphotungstique et phosphomolybdique du réactif de Folin par les groupements réducteurs
des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a A= 760 nm dont I’intensité est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présentes dans 1’échantillon [5].

Chaque échantillon est prélevé deux fois pour faire deux répétitions pour le dosage des
polyphénols totaux. Scalbert et al [98], le protocole est le suivant avec tous les extraits:

On a mis 100ul d’échantillon dans un tube a hémolyse et on lui a ajouté 500ul du Fol-
Cio 10 fois dilué et 2ml de Na,CO; 7,5%. Aprés agitation et une incubation de 30 min a
température ambiante, 1’absorbance a été déterminé a une longueur d’onde A= 760 nm avec

UV-VIS Spectrophotometre [12, 99].
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Figure 15 : UV-VIS Spectrophotomeétre.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon d’acide gallique (0,05-
0,5pg/ml)(annexel) et exprimée en ug E AG/mg de MS.

3.5.2 Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoides totaux a ét¢é mesuré par la méthode colorimétrique de
trichlorure d’aluminium de Bahorun et al [100] avec modification. Ce produit forme un
complexe tres stable avec les groupements hydroxydes OH des phénols.

» Principe :

On a mélangé 750ul d'échantillon avec 750ul de AICl; dans des tubes a hémolyse,
apres les mélanges sont agités et incubés pendant 10 minutes a 1’obscurité. La lecture a été
faite a une longueur d’onde A = 430 nm. Les résultats sont exprimés en pg E Q/mg de MS.
Toutes les analyses ont été répété deux fois.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a x + b), réalisé par un standard étalon "la Quercétine" (annexel) a différentes
concentrations (0-0,08pug/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont
exprimés en (ug EQ/mg de MS).

3.5.3 Dosage des protéines :

La teneur en protéine a été déterminé par la méthode de Bradford [101].

L'extrait protéique a été préparé par le mélange de 20mg de poudre de chaque partie de
la plante au différent age avec 5ml de NaOH (2%) dans des tubes a hémolyse. Pour la

séparation des protéines, les tubes sont mis dans la centrifugeuse pendant 10 min.
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» Principe :

On a mélangé 50 pl de I’extrait protéique de chaque partie avec 2500ul de la solution
du bleu de comassie, on les a incubé pendant 5 min dans 1’obscurité et dans une température
ambiante. La lecture a été faite a une longueur d’onde A = 595nm. Toutes les analyses ont été
répété deux fois.

La quantification des protéines a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y =a x+ b) réalisé par un standard étalon "l'albumine" (annexel) a différentes
concentrations (1-0,2mg/ml) dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont
exprimés en (ug E BSA/mg de MS).

3.5.4 Dosage des glucides :

La préparation des extraits est réalisée par le mélange de 30mg de chaque extrait brut

des 5 parties aux différents ages avec 5 ml d’eau distillé dans des tubes.
» Principe :

Le dosage des glucides totaux solubles est réalisé par la méthode Dubois [102]. Les
glucides simples, oligosaccharides, polysaccharides et leurs dérivés réagissent avec le phénol
et I’acide sulfurique concentré et donnent une coloration jaune-orange.

On a pris de chaque extrait 50ul et ont les a mis dans des tubes en verre et on les a
mélangé avec 3ml d’acide sulfurique et Iml de phénol, la lecture a été faite a une longueur
d’onde A= 490 nm. Cette analyse est répétée deux fois.

La quantification des glucides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(y = ax + b) réalisé par un standard étalon "le glucose" (annexel) a différentes concentrations
(1,3-0,2mg/ml) dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en
ng EG/mg de MS.

3.5.5 Activité biologique :
3.5.5.1 Testdu DPPH:

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au Blois [103].L'activité du balayage
des radicaux libres a été¢ mesuré en employant le radical libre stable DPPH (C;3H;2N506) qui
est I'un des essais principaux employé€s pour explorer l'utilisation des extraits de plante
comme antioxydants [104].11 posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote.

La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration bleu-violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH’, mesurable par

spectrophotométrie[ 105].
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» Le principe :
940ul de la solution de DPPH 4% est ajouté a 240ul de la solution éthanolique de
chaque extrait dans des tubes a hémolyse, apres les mélanges sont agités et incubés dans
'obscurité et a une température ambiante pendant 30 minutes. L’analyse est répétée trois fois
avec chaque extrait. Le blanc est constitu¢ de 2ml d’éthanol et la lecture a été faite a A=517
nm par le spectrophotomeétre UV. Les analyses ont été répété trois fois, et les résultats ont été

exprimé en pourcentage d'inhibition (1%).
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Figure 16 : Réaction du radical DPPH avec un phénol.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que 1’activité anti radicalaire ou I'inhibition

des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

1%= [(Abs controle — Abs test) / Abs contrdle] x

Ou:

% : Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire.

Abs Echantillon : Absorbance de 1’échantillon.

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif.
3.5.5.2 Activité antibactérienne

Ce test est réalis¢ au niveau du laboratoire de biologie « El oued ». L’activité
antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé
standardisée par (NCLLS) cité par [106].
3.5.5.2.1 Souches bactériennes :

Quatre souches bactériennes ont été testé de références : Escherichia Coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Staphylocoque aureus (ATCC25923) et
Salmonella typhi .Le tableau (3) résume les caractéristiques les plus importantes des bactéries

utilisées et leur profil de sensibilité [107].
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Tableau 3 : Caractéristiques des bactéries utilisées.

Caractéristiques des bactéries
Les bactéries utilisées Selon Selon Selon le profil de
I’exigence | Gram sensibilité vis -a-vis
les antibiotiques
Escherichia Coli (ATCC 25922) Gram - Souches de
Salmonella typhi Gram - références
Pseudomonas aeruginosa Bactéries | Gram -
(ATCC 27853) non
Staphylocoque aureus exigeantes | Gram +
(ATCC25923)

3.5.5.2.2 Antibiotiques :
Pour valoriser D’activité antibactérienne on utilise les antibiotiques : Oxacilin

(1pg/disque), Nitroxolin (30pg/disque) et Gentamicin (120ug/disque) pour faire le contrdle
positive.
3.5.5.2.3 Milieux de culture :

Selon les souches, nous avons utilisé comme milieux de culture les milieux suivants :
G¢élose Nutritive et Gélose Mueller Hinton pour les bactéries non exigeantes.
3.5.5.2.4 Préparation des solutions :

Les extraits ont été repris avec le DMSO, les concentrations (1mg/ml, 0,75mg/ml,
0,5mg/ml et 0,25mg/ ml) des extraits éthanoliques a analysé ont été ensuite réalisées.
3.5.5.2.5 Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier wattman, avec un diametre de 6 mm.
Ensuite sont stockés dans un tube a essai, et stérilisés a l'autoclave et conserver jusqu'a
l'utilisation.
3.5.5.2.6 Préparation de I’inoculum bactérien :

Chaque souche a ¢€té ensemencé en stries sur une gélose nutritive pour obtenir des
colonies isolées. Apres incubation de 24 heures a 37 °C, on a choisi 1 a 2 colonies bien isolées
avec une anse de platine et les transférer dans un tube de solution d’eau distillée stérile afin
d'avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité.
3.5.5.2.7 Ensemencement :

Le milieu de Mueller Hinton est préparé en versant 10-15 ml du milieu dans chaque
boite de pétri stérilisé et sont autorisés a étre fixé a la température ambiante.

Dans les 15 minutes suivantes I’ajustement de la turbidité de la suspension est prét

pour I’utilisation, on a trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiére
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de la gélose (Gélose Mueller Hinton) a deux reprises, en tournant la boite a environ 60° apres
chaque application dont le but est d'avoir une distribution égale de I’inoculum. Enfin, on a
¢couvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose.

3.5.5.2.8 Incubation :

Les disques stériles imprégnés des concentrations croissantes d’extraits a raison de
10ul par disque [108], ont été déposés stérilement a 1'aide d’une pince sur la surface de la
gélose .Des témoins imbibés seulement par le DMSO ont été réalisés.

Les boites ont ét¢ incubé 24 h a 37 °C dans I’étuve pour le développement du germe
en question.

L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a l'aide d’une régle le diametre
de la zone d'inhibition, déterminé par les différentes concentrations des différents extraits
autour des disques.

3.6 Etude statistique :

Les expériences ont été réalisées deux ou trois répétions selon les parametres, Les
résultats sont exprimés en moyenne = SD. Les résultats sont analysés par le test ANOVA deux
variée

Pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification. Les

valeurs de p<0,05 sont considérées statistiquement significatives [109].
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Conclusion du chapitre 3

On a choisi dans ce chapitre d’utiliser les réactifs et les appareils déja motionnée
puisque, les protocoles ont été économiques et notre laboratoire a des potentielles limités,
n’empéche que nos résultats été satisfaisant, car les dosages colorimétriques des extraits de le

plante ont démontré la présence des protéines, glucides, polyphénols et flavonoides.
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Introduction du chapitre 4

Apres les analyses qu’on a faites plusieurs résultats ont été obtenus, et on doit les
discuter scientifiquement, et aussi les soutenir par les résultats des études précédentes sur
cette plante. Dans ce chapitre on va montrer tous les résultats et les discussions des tests

qu’on a utilisé pour valoriser cette plante.

La question qui se pose est si nos résultats sont conformes avec ceux obtenu par les

autres études ?

4 Résultats et Discussions
4.1 Les extraits :

Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur, aspect et son rendement par rapport a la
matiere seche Ces ¢léments sont présentés dans le Tableau (4):

Tableau 4 : Rendement, couleurs et aspects des dix extraits obtenues par Macération.

Age Partie Rendements (%) | Couleurs Aspects
feuilles 5,2 Vert Foncé Pateux
Tiges 2 Verte Pateux

21 ans gousses 5,6 Verte Pateux
graines 5,4 Jaune Poudre
racines 5,4 Jaune Poudre
feuilles 8 Vert Foncé Pateux
Tiges 4,6 Verte Pateux

4 ans gousses 4.4 Verte Pateux
graines 8,6 Jaune Poudre
racines 2,2 Jaune Poudre

Les résultats obtenus (Tableau 4) montrent que le rendement en extrait (EtOH) des
feuilles et des graines de la plante agée de 4 ans (8 % ; 8,6%) est supérieur a celui des feuilles
et des graines de la plante agée de 21 ans (5,2% ; 5,4%) ainsi avec tous les autres parties,
tandis que le rendement en extrait (EtOH) des racines de la plante 4 ans est supérieur a celui
des racines de la plante 21 ans.

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une
plante a une autre de la méme famille mais également en fonction des paramétres de
I’extraction: la température, le solvant d’extraction, la taille des particules et le coefficient de

diffusion de solvant [110].
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Il a été¢ démontré que pour I’extraction par les solvants a température élevée permettait
d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu a température
ambiante [110].

4.2 Teneurs en polyphénols totaux :

La détermination de la teneur en phénols totaux et en flavonoides a partir d'extraits a

base de plantes est nécessaire pour étudier le potentiel des plantes pour la prévention contre

les maladies et est la premicre étape dans la détermination de l'activité antioxydante des

extraits de plantes [111].

Tableau 5 : la teneur des extraits éthanolique en polyphénols et flavonoides .

Age Partie Flavonoide (ug EQ/mg de MS) | PPT (ug EAG/mg de MS)
feuilles 171,84+0,000 160,58+14,30
Tiges 48,395+0,381 108,16+8,25
21ans gousses 52,99+5,74 74,68+7,86
graines 61,37+2,05 42,75+10,01
racines 18,799+1,334 82,9243,89
feuilles 147,78+1,12 244,59+20,39
tiges 44,35+1,86 84,84+16,50
4 ans gousses 55,61+5,34 53,67+4,01
graines 83,575+0,847 20,67+1,18
racines 17,497+0,466 59,04+3,89
Source de variation Valeur de P et degré de signification
Age 0,466 0,809
Partie 0,0001*** 0,0001***
Age X Partie 0,0001*** 0,0001***
(P <0,05) significative (*). (p <0,0001) trés hautement significative(***).
(P> 0,05) non significative. (p <0,001) hautement significative (**).

Les valeurs sont la moyenne de deux répétitions £SD.

La détermination des teneurs en polyphénols totaux dans les extraits (EtOH) des parties
de cette plante d’A. lebbeck ont ét¢ faite en utilisant la méthode colorimétrique (Folin-
Ciocalteux). La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Scalbert et al [98] pour
chaque extrait a été rapportée en ug EAG/mg de MS.

Les résultats (tableau 5) montrent que les extraits (EtOH) des feuilles, des tiges et des
racines de la plantes (21 ans et 4 ans) ont une teneur considérable en polyphénols totaux
(160,59+14,30 et 244,59+20,39 pg EAG/mg de MS),(108,17£8,251 et 84,835 £16,49 ng
EAG/mg de MS) ,( 82,92+3,89 et 59,04£11,96 ng EAG/mg de MS) successivement. Par
contre, I’extrait des graines et des gousses (21 ans et 4 ans) est moins ¢élevé (42,75+10,01 et

20,67£1,18 png EAG/mg de MS), (74,68+7,86 et 53,66+4,01 pg EAG/mg de MS)
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successivement. En parallele, ZIA et al [2] ont aussi trouvé que I’extrait méthanolique des
tiges, des racines et des gousses ont une valeur trés élevé en polyphénols (209,08+1.03 ;
102.01£1.41 ;51.21+0.25 mg EAG/g de MS respectivement) en comparaison avec nos
résultats.

L’acide gallique est le standard (Figure.15) le plus souvent employé dans la méthode de
Scalbert et al [2].

0,7
y =0,0012x + 0,0432 )

R2 — N O
N=="1U,J0602

o
o

o
[

o
»

e
Pl

o
[}

2
*

Absorbance a 765 nm

o
JEEN

o
4

0 100 200 300 400 500 600
Concentration (nug/ml)

Figure 17 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Les plantes Mimosacées ont été bien caractérisées par une diversité phytochimique
impressionnante. Les polyphénols en particulier les flavonoides et les tanins sont les plus
communs [108].

Les polyphénols ont été connus pour leur polarité élevée, une haute solubilité dans les
solvants polaires et ainsi une forte activité antioxydant [108].

Selon Farag [82] 1'écorce de tige d’A. julibrissin contient deux composés phénoliques
Albibrissinosides A and B qui ont une activité anti radicalaire sur le radicale DPPH.

Les résultats de I’analyse ANOVA pour le parametre des polyphénols (tableau 4)
montrent qu’il n’y a pas de différence significative sur le facteur de 1’age (P>0,05), tandis que
cette analyse a démontré une différence trés hautement significative (P<0,001) sur le facteur

de partie et partie X age.
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4.3 La teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides déterminée par la méthode Bahorun et al [100] pour chaque
extrait a été rapportée en ug EQ/mg de MS.

Les résultats révelent que ’extrait (EtOH) des feuilles et des graines de la plante au
difféerent age 21 ans et 4 ans a une teneur relativement ¢€levé en flavonoides totaux
(171,84+0,00 et 147,78+1,12 ng EQ/mg de MS) et (61,37+2,05 et 83,58+0,847 ug EQ/mg de
MS) par rapport aux racines, tiges et gousses, (18,80+1,33 et 17,50 £0,47 ng EQ/mg de MS),
(48,40+0,38 et 44,35+1,86 ng EQ/mg de MS), (52,99+5,74 ng EQ/mg de MS) et (55,61+5,34
ng EQ/mg de MS) successivement.

Par contre, ZIA et al [2] ont révélé a une teneur tres €levé de 1’extrait méthanolique
des tiges en flavonoides (371,27+2.12 mg EC/g de MS) par rapport aux racines (89,08+01.02
mg EC/g de MS) et les gousses (39,07+£0.63 mg EC/g de MS) en comparaison a nos résultats.

La différence des résultats entre celle de ZIA et al [2] et qu’on a obtenu, peut étre

expliquer que cette plante est stressé (pédoclimatique).
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Figure 18 : courbe d’¢talonnage de la Quercetine.

D’apres les résultats d’el-Mousallamy et al [81]et de [112] I’extrait éthanolique des
feuilles d’Albizia est riche en flavonoides et en polyphénols .

Deux nouveau tri-O-glycoside flavonoides kaempférol et la quercitrine 3-O-a-
rhamnopyranosyl ont ét¢ identifiés par [77] a partir des feuilles d’A/bizia lebbeck (L) Benth.

Selon les résultats d’el-Mousallamy et al [81]et de [112] I’extrait éthanolique des

feuilles d’Albizia est riche en flavonoides et en polyphénols .
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Deux nouveau tri-O-glycoside flavonoides kaempférol et la quercitrine 3-O-a-
rhamnopyranosyl ont été identifiés par [77] a partir des feuilles d’Albizia lebbeck (L) Benth .

Maisuthisakul et al [113] ont constaté que la teneur totale des flavonoides des extraits
¢thanoliques de 28plantes, est liée a la teneur des composés phénoliques totaux.

Nous aussi on a trouvé qu’il y a une corrélation moyenne entre les flavonoides et les
polyphénol totaux (R*= 0,533) dans les extraits étudies d’Albizia lebbeck (L) Benth.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée,
exposition solaire, sécheresse et salinité¢) Qui influence sur la biosynthése des métabolites
secondaires, tels que les polyphénols [114]. Ceci explique les teneurs qu’on a obtenu des
extraits éthanoliques en polyphénols.

Les résultats de 1’analyse teste ANOVA pour le parametre des flavonoides (tableau 5)
montrent qu’il n’y a pas de différence significative en concernant 1’age (P>0,05), tandis que
cette analyse a démontré une différence trés hautement significative (P<0,001) pour le facteur
de partie et partie X age.

4.4 Teneur en protéine :
La teneur en protéine déterminée par la méthode de Bradford [101] pour chaque

¢échantillons été rapportée en ug E BSA/mg de MS.
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Tableau 6 : la teneur des extraits éthanolique en protéines et glucides.

Les valeurs sont la moyenne de deux répétitions+ SD.

Age Partie Glucides (ug EG /mg de MS) | Protéines (ng E BS4/mg de MS)
Feuilles 900,4+49,5 575,5+48,79
Tiges 387,67+7,86 704,8+30,1

21 ans | Gousses 250,4+33.8 708,50+3,54
Graines 590,4+19,6 867,3+40,7
Racines 1448,724+51,93 683,5+21,2
Feuilles 819,88+42,42 596,0+17,7
Tiges 983,89+47,77 574,8+40,7

4 ans Gousses 370,49+28,02 547,25+22,98
Graines 1000,53+56,60 672,2+19,4
Racines 1434,3+33,0 71142475

Source de variation Valeur de P

Age 0,0001 *** 0,071

Partie 0,0001*** 0,041%*

Age x Partie 0,0001 *** 0,079

(P <0,05) significative (*). (P <0,0001) trés hautement significative (***).

(P > 0,05) non significative. (P <0,001) hautement significative(**).

Nos résultats (tableau 6) ont montré la présence élevée des protéines dans tous les
extraits (EtOH) des parties étudié mais la concentration la plus élevé est marque chez les
graines, racines et gousses de la plante agée de 21 ans et agée de 4 ans (867,3+40,7 et
672,2+19.4 png E BSA/mg de MS), (683,5+21,2 et 7114+24,75 pg E BSA/mg de MYS),
(708,5043,54 et 547,25+22,98 ng E BSA/mg de MS) respectivement par rapport aux feuilles
et tiges.

La teneur des racines en protéines peut €tre expliquée par le fait que les racines
dépendent de I’azote, qui est considérée comme une adaptation aux variations climatiques et
imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de 1’azote via la symbiose légumineuse
rhizobium permet aux plantes de cette famille d’obtenir des taux élevés en azote ammoniacal
au niveau de leurs racines en fonction de la demande de leur métabolisme [58].

Muhammad et al [115] et Hassan et al [116] ont démontré la présence trés €levé des
protéines dans les graines et les gousses d’A. lebbeck ,ce qui est conforme avec nos résultats,
mais des différences ont été observer peut étre dii au conditions climatiques qui affectent la

composition des graines.
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Ces résultats montrent que cette plante est une source alimentaire autant humaine
qu’animale. Les plantes 1égumineuses alimentaires de grande consommation comprennent
entre autres Arachis hypogaea L. (I’arachide ou cacahuéte), Cajanus cajan (L.) Millsp. (Le
pois d’Angole), Cicer arietinum L (le pois chiche), Lens (les lentilles), Phaseolus (les
haricots). Ces especes sont cultivées dans le monde entier et elles sont recherchées pour leur

haute teneur en protéines et en minéraux [117].
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Figure 19 : courbe d’étalonnage de Bovine Serum Albumin.

Benbrahim et al [4] ont rapporté que les graines d’acacia contiennent (22,8+5,3%) de
protéine, Ceci les rend trés nutritives. En effet, leur farine est incorporée dans plusieurs
recettes locales et peut apporter une nourriture supplémentaire a plus de 25% dans les zones
semi-arides. Par contre Rahul et al [118] ont démontré 1’absence des protéines d’aprés un
criblage phytochimique dans 1’extrait éthanolique des feuilles d’A4./ebbeck .

La teneur en protéines est le composant le plus important qui doit étre pris en
considération lors du choix des matériaux destinés a la formulation des aliments. Dans cette
¢tude une quantité relativement plus ¢élevée de protéine a été trouvée dans les graines par
rapport aux autres parties [116].

Les résultats de I’analyse ANOVA pour le paramétre des protéines (tableau 6) montrent
qu’il n’y a pas de différence significative sur le facteur age et partie X age (P>0,05), tandis

que cette analyse pour le facteur de partie a démontré une différence significative (P<0,04).
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4.5 Teneur en glucides :

La teneur en glucide déterminée par la méthode Dubois et al [102] pour chaque extrait
a été rapportée en pug d’équivalent de glucose /mg de matiere séche.

Nos résultats ont montré la présence des glucides dans tous les extraits (EtOH) des
parties étudi¢ (tableau 6), mais la teneur la plus ¢€levés est marquée que dans les feuilles
(900,4+49,50 et 819,88+42,42 pg EG/mg de MS), les racines (1434,3 £33,0 et
1448,72+£51,93ug EG/mg de MS) et les graines (590,4+19,6 et 1000,53+£56,60 ng EG/mg de
MS) de la plantes d’A. lebbeck (21 ans et 4 ans) respectivement.
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Figure 20 : courbe d’étalonnage du glucose.

Les résultats obtenus par Muhammad et al [2] montrent la présence des carbohydrates
dans les graines et les gousses d’A.lebbeck .ce qui indique que les parties de cette plante
peuvent étre utiliser comme des compléments alimentaire pour les animaux .

Les feuilles sont signalés a étre bon fourrage, 100kg de feuilles produisent 37kg de
glucides digestibles [65].

Les résultats de 1’analyse teste ANOVA pour le facteurs d’age, partie et age X partie sur le
paramétre des glucides (tableau 6) montrent qu’il y’a une différence trés hautement

significative (P<0,001).
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4.6 Activité antioxydants :
4.6.1 Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydants des extraits éthanoliques d’Albizia lebbeck (L) Benth vis-a-vis
du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV en suivant la réduction de
ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH’) & la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable a 515nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution
de I’absorbance induite par des substances anti radicalaires [119].

Tableau 7 : Pourcentage d’inhibions (1%) contre le radical libre DPPH des
Déférente extraits éthanoliques d’A. lebbeck (L) Benth.

Age Partie AAO (%)
feuilles 67,33
Tiges 57,55
21 ans
gousses 30,87
graines 8,60
racines 37,84
feuilles 79,78
tiges 48,9
4 ans
gousses 26,83
graines 7,12
racines 27,75

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti-
radicalaire ou en pourcentage de DPPH restant ou peuvent également &tre exprimés en
utilisant le parametre 1Csp, qui est défini comme la concentration du substrat qui cause une
perte de 50% de 'activité de DPPH [120].

Nos résultats sont exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti-radicalaire
(tableau 7), révelent que I’extrait éthanolique des feuilles d’A/bizia lebbeck (L) Benth de 21
ans et de 4 ans sont les plus riche en composés antioxydant (67,33 et 79,78 % respectivement)
avec une concentration de 1mg/ml par rapport aux autres parties testés.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Tansaringkarn [112, 121] qui ont
trouvé une forte activité antioxydant dans I’extrait éthanolique des feuilles d’Albizia .

Les composés polyphénoliques et flavonoidiques contiennent des structures cycliques
conjuguée et des groupes hydroxyle; ils fonctionnent comme des antioxydants dans les

systemes cellulaires libre en piégeant 'oxygene singulet, anion superoxyde, la peroxydation

60



Chapitre 4 : Résultats et Discussions

lipidique, des ions hydroxyles, des ions d'oxyde nitrique, et stabiliser les radicaux libres
impliqués dans les processus d'oxydation [122].

On peut en conclure qu’A4lbizia lebbeck (L) Benth semble étre une plante prometteuse
en ce qui concerne son pouvoir antioxydant pour soulager le diabéte, et elle nécessite des

¢tudes ultérieures [92].
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Figure 21 : Activité antioxydante (AAQ) des dix extraits d’A. lebbeck (L) Benth
(P:4ansetG: 21 ans)
Le coefficient de corrélation entre la teneur des extraits des deux plante d’Albizia
lebbeck (L) Benth en polyphénols et D’activité antioxydante était fortement significatif
(R?=0,847), indiquant que 84% de la capacité antioxydante d'extraits, dii 4 la contribution des

composés phénoliques qu’ils sont les antioxydants dominants dans ces extraits.
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Figure 22 : la courbe de la corrélation entre la teneur en polyphénols et I’activité

antioxydant des dix extraits.
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La plupart des extraits des plantes Mimosacées exposent une activité de piégeage des
radicaux libres [121].
4.6.2 L’activité antimicrobienne :
Tableau 8 : Zones d'inhibition des 4 souches bactérienne testées en fonction des 4

concentrations de 6 extraits (EtOH) déférente.

Age Partie | C Les souches Bactériennes et les zones d’inhibition (mm)
Escherichia Coli | Pseudo A Staph A Salmonella T
Feuille | C, 10,33+0,57 - 8,66+0,57 -
C, 10,00-£1,00 - 7,66+0,57 -
C, - - 7,66%0,57 -
C, - - - -
Graine | C, 10,00+1,00 - 10,00+1,00 -
21 ans C, 8,33%0,57 - 7,000 -
G 9,66+0,57 - 9,66+0,57 9,00+0
C. 12,00+1,00 - 9,00<1,00 8,000
Tige C - - 7,66+0,57 -
C, - - 8,66+0,57 -
G, - - 6,33+0,57 -
C, - - 7,66%1,52 -
Feuille | C, - - - 8,00£1,00
C, - - - -
G - - - -
C, - - - -
Graine | C, - - 10,00+1,000 10,33+0,57
C, - - 8,00+0 8,00+0
4 ans C, - - 7,66+0,57 8,000
C. - - 7,33%0,57 7,00£1,00
Tige C, - - 9,67+2,08 8,66+0,57
C, - - 11,33+0,57 8,000
G - - 10,00£1,00 8,00+1,00
C. - - 8,000 6,33%0,57
C : Concentration. ;C1 : Img/ml; C2:0,75mg/ml ; C3: 0,5mg/ml ; C4:0,25mg/ml
(-) résistante

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions+ SD

Les résultats présentés dans le tableau (7) montrent que :

Les quatre concentrations de 1’extrait des feuilles de la plante (21 ans 4 ans) sont
avérés inactif contre I’ensemble des souches testées, avec des zones d’inhibitions modérées
avec E. coli, Staphylococcus aureus et Salmonella typhi mais parmi ces zones celle de la
C1=10,3340,58 des feuilles et de la C4= 12,00+1,00 des graines de la plante 21ans est la plus
¢levée contre E. coli ,cette derniere résultat ressemble a celle obtenu par Mohammedi et al [9]
qui ont trouvé que I’extrait des feuilles de Leucaena leucocephala montre une activité

antimicrobienne contre E. coli (10,33+0,38) [123].
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Les souches E. coli et Pseudomonas possédent un potentiel de résistance trés élevé
contre 1’action antibactérienne des différentes concentrations de 1’extraits des tiges de deux
plantes avec des zones d’inhibitions trés faible avec Staphylococcus aureus et Salmonella
typhi mais parmi ces zones celle de la C2=11,33+0,57 des tiges d 'A. lebbeck qui a 4 ans est la
plus élevée contre Staphylococcus aureus.

Tableau 9: Diamétres d'inhibition en (mm) des 4 souches bactérienne testées en
fonction des 3 antibiotiques.

Bactéries Escherichia Pseudomonas | Staphylocoque | Salmonella
Coli aeruginosa aureus typhi

Antibiotiques DI(mm) DI(mm) DI(mm) DI(mm)
Gentamicin(120pg/disque) 24 40 32 21
Nitroxolin (30pg/disque) 25 22 15 32
Oxacilin (1pg/disque)
Controle négative (disques
vide et disques DMSO)

L’effet antibactérien des extraits de la plante au différent age est trés faible par rapport
aux deux antibiotiques utilisés (Gentamicin et Nitroxoline), tandis que 1’antibiotique Oxacilin
n’a aucun effet sur les souches testées par rapport aux extraits utilisée.

Cette grande différence peut étre expliquée pour de nombreuses plantes, en fonction
de la date de la récolte il aura des variations trés importantes dans la composition chimique et
de I’activité [116].

En contrepartie, nos résultats sont conformes a ceux obtenu par Shahid et al [124] , qui
ont montré que ’extrait éthanolique des graines d’Albizia lebbeck (L) Benth a une activité
antibactérienne ¢élevé contre six souches bactériennes par rapport aux autres parties, ceci peut
étre explique par la présence des flavonoides qui possedent des propriétés antimicrobiennes
vis-a-vis de différents micro-organismes pathogenes [43].

L'écorce d’A. lebbeck a été précédemment démontré qu'ils possedent une activité
antimicrobienne contre E. coli, S. typhi, P. aeruginosa, S. aureus, Bacillus cereus, Klebsiella
aerogenes, Proteus vulgaris, Shigella boydii, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, A.
niger, C. albicans [118].
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L’¢étude de Uma et al [119] a révélé que l'extrait d’éthanol d’Albizia lebbeck (L) Benth
¢tait efficace contre les souches de E. coli et Salmonella typhi associés a la diarrhée
infectieuse. En outre 1'isolement du composé actif responsable de l'activité pourrait étre les
sources potentielles de nouveaux agents antimicrobiens.

L'activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés
phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaire [125], de
I’emplacement et le nombre des groupes dhydroxyles [114].Néanmoins, il est toujours
possible que l'ajout de DMSO a un extrait végétal diminue son activité intrinséque de telle
maniére que dans ce cas le résultat n'a qu'une valeur relative .Les différences trouvées peuvent
étre attribuées aux plusieurs facteurs tels que les méthodes d'extraction, préparation de
l'extrait, solvant utilisé, la sensibilité des bactéries, et finalement 1’organe de la plante utilisé
[120].

Aussi la méthode utilisée pour 1'évaluation de I’activité antibactérienne influe aussi les
résultats [126, 127] ont constaté que la méthode de diffusion a partir des puits sur gélose est
plus adaptée pour étudier D’activité des extraits aqueux et organiques de 1’Euphorbia
fusiformis et Hydro-ethanoliques de Rhus coriaria et Zataria multifora, que la méthode de
diffusion en milieu gélosé.

En conclusion, la différence de I’activité anti-oxydante et antimicrobienne des extraits
des deux plantes semble étre directement lié la diversité quantitative et/ou qualitative des

composés qui présents dans ces extraits.
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Conclusion du Chapitre 4:

Le bilan du rendement des extraits a donnée des teneurs relativement élevés pour les
feuilles, et les graines de la plante qui a 4ans, par contre la plante dgée 21ans a donnée des
teneurs moins ¢élevées par rapport aux autres extraits.

Les résultats trouvés a partir des tests utilisés indiquent, que toutes les parties de cette
espece contiennent des polyphénols, et des flavonoides, mais la teneur la plus élevé est
marquée chez les feuilles, ce qui indique qu’elles possedent des propriétés antioxydantes.

Par contre, nos résultats démontrent la richesse des graines et des racines en protéines

et en glucides, ce qui confirme I’utilisation nutritionnelle de cette plante.

En outre, le test de 1’activité antioxydante par le radicale DPPH a révélé que les
feuilles et les tiges ont une activité anti-radicalaire puissante par rapport aux autres parties. En
contrepartie, 1’effet antibactérien des extraits des parties de la plante est tres faible par rapport
aux deux antibiotiques utilisés (Gentamicin et Nitroxoline), tandis que 1’antibiotique Oxacilin
n’a aucun effet sur les souches testées par rapport aux extraits testés, mais 1’extrait des feuilles
et des graines ont présenté des zones d’inhibitions plus élevés par rapports aux autres extraits.

La réponse de la question posée dans I’introduction du chapitre 5 est oui, nos résultats
sont conformes avec des études faites récemment sur cette espece, mais cela n’empéche pas
qu’il ya eu des différences en faveur des premiers a cause des conditions climatiques de notre

région saharienne.

65



&

<)

CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVE




Conclusion

Conclusion générale et perspective

L’étude phytochimique réalisée sur I’espece Albizia lebbeck (L) Benth, plante endémique a

I’Inde appartenant a la famille de fabacée, aux deux différents ages 21ans et 4ans, et la plus

utilisées par les thérapeutes traditionnels en Asie. Elle a permis de mettre en évidence a

travers des dosages colorimétriques, la présence des polyphénols, des flavonoides, des

protéines et des glucides dans ses cinq parties.

-Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides respectivement a révélé que les
feuilles et les tiges de D’espéce sont les plus riches en polyphénols (244.59+20.39
et160.58+14.30 ug EAG/mg de MS), (84.84+16.50 et 108.17+8.25 ug EAG/mg de MS)
respectivement, tandis que les feuilles et les graines sont les plus riches en flavonoides
(147.78+1.12 et 171.84+0.00 ng EQ/mg de MS), (83.575+0.847 et 61.37+2.05 pg EQ/mg de
MS) respectivement.

D'autre part, le coefficient de corrélation (R*=0.533) indique qu’il y a une corrélation
moyenne entre la teneur en flavonoides et en polyphénols des extraits d’Albizia lebbeck. Par
contre le coefficient de corrélation (R*= 0.816) entre la teneur en polyphénols des différents
extraits d’Albizia lebbeck et 1'activité anti-oxydante a indiqué que les composés phénoliques
interviennent dans l'activité anti-oxydante de ces extraits.

v" Le dosage des glucides a montrer que 1’extrait des racines de la plante agé de 4ans et de
21 ans est le plus riche en glucides (1434.3 +£33.0 et 1448,72+51,93ug EG/mg de MS) par
rapport aux autres parties.

v" Le dosage des protéines a démontré que I’extrait des graines, racines et gousses de cette
espéce (21ans et 4ans) a une valeur tres éleveé (867.3+40.7 et 672.2+19.4 ng E BSA/mg de
MS), (683.5 £21.2 et 7114+24,75 ng E BSA/mg de MS), (708.50+3.54 et 547,25+22,98ug
E BSA/mg de MS) en comparaison avec les autres parties.

v" Les résultats du test au DPPH ont montré que I’extrait des feuilles et des tiges de 1’espéce
(21ans et 4ans) a présenté des activités anti-radicalaires égales a 67.33% 79.77%, 57.55%,
48.90 respectivement par rapports aux autres extraits. On peut conclure que la plupart des
extraits éthanoliques d'Albizia lebbeck présentent une bonne activité de piégeage des
radicaux libres.

v Par ailleurs, I’étude du pouvoir antibactérien montrent que 1’extrait éthanolique des trois
parties (feuilles, tiges, graines) d Albizia lebbeck (L) Benth a un effet inhibiteur faible sur
la croissance de quatre souches bactériennes, testées par apport aux antibiotiques qui

semble avoir une action inhibitrice forte sur la croissance de toutes les souches, avec un
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maximum d’inhibition de I’extrait des graines de la plante qui a 2lans sur Escherichia
Coli (Zone d’inhibition de 12.00 +£1.00 mm a C4=0.25mg/ml)

Ces activités observées sont par ailleurs, expliquées par les résultats de I'analyse
chimique des plantes qui révele la présence des composés, tels que les flavonoides dont les
propriétés antimicrobiennes ont déja ét¢ démontrées, tels que les différentes classes de
polyphénols essentiellement les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers
les micro-organismes. Cette toxicité est en fonction du site et du nombre de groupements
hydroxyles présents sur le composé phénolique. En outre, 1'activité antimicrobienne est donc
stoppée par des flavonoides ce qui a été démontrée par de nombreuse études. Cette activité est
due principalement a la capacité de ces molécules a inhiber I’expression de I’ADN et la
synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des microorganismes.

v' A la suite des recherches et des activités que nous avons faites, nous pouvons dire que
cette plante tolére les conditions difficiles dans les milieux désertiques et est une plante
médicinale et nutritionnelle.

v Les résultats de ’analyse ANOVA ont prouvé qu’il n’y a pas des différences significative
entre la plante agée de 21 ans et de 4 ans, en ce qui concerne la teneur on polyphénols, en
flavonoides et en protéines. Par contre, cette analyse a indiqué qu’il y a une différence
entre les parties de la méme plante, donc il faut choisir les parties qui sont riche en ces
composés. En revanche, il y a une différence quantitative en glucides entre la plante agée
de 21 ans et de 4 ans, ainsi des différences entre les parties de la méme plante.

v" 1l est important de signaler qu’on a confronté des difficultés pour réunir les informations
sur cette plante, notamment sur leurs parties, puisque c’est une plante récente en Algérie
qui n’a pas été exploité.

v' 1l serait également intéressant de réaliser d’autres études comme 1’identification et
I’isolement des molécules actives par des méthodes d’identification et d’extractions, pour
¢valuer le potentiel de la plante in vivo sur des modeles d’animaux
v' Elle peut étre utilisée comme ombrage pour les plantes cultivées, et aussi comme

BRF(bois raméale fragment¢) pour le sol.
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» La courbe d’étalonnage des polyphénols totaux :

La solution de I’acide gallique est préparée par le mélange de 2mg d’acide gallique

dans 2ml de méthanol. Cette solution fait allusion S1

La premiére étape est la préparation de la gamme d’étalon :

les tubes sont numérotés de Al jusqu’a A8

0.5ml de S1+0.5ml de méthanol dans le tube A1l.

0.4ml de S1+0.6ml de méthanol dans le tube A3.

0.3ml de S1+0.7ml de méthanol dans le tube A3.

0.2ml de S1+0.8ml de méthanol dans le tube A4.

0.1ml de S1+0.9ml de méthanol dans le tube AS.

0.05ml de S1+0.95ml de méthanol dans le tube A6.

Dans la deuxiéme étape on a mélangé 100ul d’A1+500ul de Folin dilué¢ +2ml de

Na2Co3 7.5%, cette étape est ainsi suivi avec les autres gammes jusqu’a A8 et répéter deux

fois avec chaque gamme. Apres agitation les 16 tubes sont mis dans 1’obscurité pendant

30minutes dans une température ambiante, le blanc est ’H,O distillé et la lecture se fait a une

longueur d’onde A = 760nm.

» La courbe d’étalonnage des flavonoides :

La solution de Quercetine est préparée par le mélange de 2mg de Quercetine avec 2ml

de méthanol.

80ul de la solution de Quercetine ont été ajouté dans un tube avec 920ul de méthanol
et 1000ul d’AICL;.

60 ul de la solution de Quercetine ont été ajouté dans un tube avec 940ul de méthanol
et 1000ul d’AICL;.

40 pl de la solution de Quercetine ont été ajouté dans un tube avec 960ul de méthanol
et 1000ul d’AICL;.

20 pl de la solution de Quercetine ont été ajouté dans un tube avec 980ul de méthanol
et 1000ul d’AICL;.

1000ul de méthanol et 1000ul d’ AICL3 ont été ajouté sans un tube.

Le blanc est constitué de 1ml d’éthanol avec 1ml d’eau distillée,
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» La courbe d’étalonnage des glucides :

La préparation de I’étalonne se fait par le glucose. La solution mére du glucose
est préparé par le mélange de 20mg du glucose avec Sml d’eau distillé .on réalise 6
dilution par tiers de 4mg/ml a 0.2mg/ml.

Dans un tube on a mis 1ml de la solution mére et on 1’ajoute 500ul d’eau
distillée c’est la premiere dilution d’une concentration de 1.3mg/ml.

Dans un autre tube on a mis 1ml de la premiere solution et on 1’ajoute 500ul
d’eau distille c’est la deuxiéme dilution et ainsi de suite jusqu' on arrive a la sixiéme
dilution d’une concentration de 0.2mg/ml.

» La courbe d’étalonnage des protéines :

La solution de BSA est préparée par I’ajoute de 3mg de cette derniere avec 3ml d’eau
distillé, donc la concentration est de 1mg/ml. On prépare une série de tube chaque tube
correspond aune concentration (1mg/ml,0.5mg/ml,0.25 mg/ml ,0.125mg/ml1,0.0625mg/ml) de
la solution BSA, les dilutions ont été faite par 1’eau distillé et, aprés on ajoute dans les cinq
tubes 2.5ml du réactif bleu de comassie. Aprés agitation et une période de repos pendant 5
mn, la densité optique est lue a 595 nm. Le blanc est I’'H,O

Le réactif du bleu de comassie est préparé par le mélange de S0mg de la poudre de
cette derniere avec 25 ml d " éthanol en suite sont procédé a une agitation pendant 2h, apres
on ajoute 50ml de H3PO,4 a 85%, on complete le volume jusqu'a 500ml, le mélange est filtré

puis conservé a 4°C.
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