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Résumé

Obijectif : Le but de cette étude est de déterminer le contenu phytochimique et les activités biologiques de
la plante Astragalus gombo.

Méthodes : Pour l'analyse phytochimique initiale, des procédures standard ont été appliquées, tandis que
I'identification et la quantification des métabolites secondaires individuels ont été effectuées par analyse
HPLC. La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour évaluer la teneur totale en acide phénolique des
extraits végétaux. La teneur totale en flavonoides a été déterminée a l'aide d'un dosage colorimétrique du
chlorure d'aluminium. La méthode de spectroscopie FTIR a été utilisée pour examiner la composition
chimique des extraits organiques. Les activités antioxydantes ont été évaluées en utilisant DPPH et
FRAP. Et une activité anti-inflammatoire et anti-hémolytique. Aussi, l'activité antibactérienne a été
évaluée a l'aide de cing souches : Bacillus subtilis (ATCC 6633), Listeria innocua (CIP 74915),
Escherichia coli (ATCC 8737), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella typhimurium (ATCC
14028).

Résultats : L'analyse chimique a révélé la présence de nombreux métabolites secondaires, tels que les
polyphénols, les flavonoides, les tanins, les anthocyanes, les terpénoides et les alcaloides. Pour l'analyse
HPLC, nous avons obtenu 65 pics et identifié 6 composés bioactifs majeurs. La concentration totale en
polyphénols et en flavonoides variait respectivement de 66,306 + 0,88 mg/ml (équivalent d'acide gallique
mg/extrait sec g) et 34,312 £ 1,4 mg/ml (équivalent de quercétine mg /extrait sec g). La concentration
totale de tanins condensés et de composés de tanins hydrolysables a été exprimée en termes d'équivalents
de catéchine 5,343+ 2,74 mg/ml Ca eq/g, respectivement. L'étude par spectroscopie FTIR a indiqué
plusieurs valeurs maximales distinctes dans l'extrait avec différents groupes fonctionnels tels que les
groupes amide, alcool et phénol. En termes d'activité antioxydante, nous avons constaté que cet extrait
avait des rapports inhibiteurs élevés équivalents a 1C50 = 62,813+0,006 pour DPPH et IC570
=19,375+0,041 pour FRAP. Une activité anti-inflammatoire élevée a été estimée a 1615,81ug/ml, et une

activité anti-hémolytique faible.
De plus, l'activité antibactérienne est quelque peu modérée contre les cing souches étudiées.

Conclusion : Notre étude a démontré que I'extrait aqueux d'A. gombo est riche en métabolites secondaires.
De plus, il posséde d'énormes capacités antioxydantes anti-inflammatoires et antibactériennes. Ce qui

nous pousse a l'introduire a des fins médicales.

Mots clé : Astragalus gombo , phytochimique , activité biologique et HPLC .
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Liste des abréviations

Abs: Absorbance

AG: Acide gallique

A.gombo :Astragalus gombo

AICI3: Trichloride d'aluminium

BHT: Butylhydroxytoluéne

B.S: Bacillus subtilis

Ca: catechine

Da: Data

DPPH: 2,2 - diphényle - 1- picryl hydrazyl
DMSO: diméthyle sulfoxyle

DO: diosgénine

E.C: Escherichia coli

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
eq: équivalent

FeClI3: Chlorure ferrique

FRAP: Ferric reducing antioxidant power
HCI: Chlorure d'hydrogéne

IC50: Concentration inhibitrice 50
KH2PO4: Phosphate de potassium _monobasique
LDL: Low density lipoproteins

L.I: Listeria innocua

NaCl: Chlorure de sodium

P.A: Pseudomonas aeruginosa

PH: potentiel Hydrogéne

PI: pourcentage d'inhibition

Q: quercétine

SDS: Sodium

S.T: Salmonella typhimurium

TCA: Acide trichloroacétique

Tr: tour

USA: Sigma-Aldrich



UV-VIS: Utra-Violet Visible
V: vitesse
V: volume
W: travail
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Introduction

Depuis la prehistoire, les plantes médicinales ont été une ressource importante pour lutter
contre les maladies et les infections. Les plantes ont un grand potentiel pour produire de
nouveaux médicaments qui sont trés bénéfiques pour les humains. 1l a joué un réle majeur dans le
traitement des maladies humaines pendant des milliers d'années (Dar et al., 2017). L'Organisation
mondiale de la santé (OMS) estime que 80 % de la population mondiale dépend notamment des
médecines traditionnelles pour ses soins de santé (Dar et al., 2017). Ainsi, la recherche d'une
source naturelle efficace est devenue l'axe principal pour le développement de nouveaux

medicaments dans I'industrie pharmaceutique (Goodla et al., 2017).

Et parmi les plantes thérapeutiques que nous avons consideérées dans notre étude se

trouve Astragalus gombo.

Le genre Astragalus est le plus grand de la famille des Fabacées, avec plus de 2 500 a 3
000 espéces (Naghiloo et al ., 2012) . L'espece est réepandue en Asie centrale, en Ameérique du
Sud et du Nord et en Afrique du Nord et du Sud. Une de ces espéces, Astragalus gombo, se
trouve dans le Sahara algérien. C'est une plante vivace, a la fois commune et endémique
(Chouana et al., 2017)

Ce materiel végeétal contient un grand nombre de molécules qui ont de multiples intéréts.
Il est bien utilisé dans I'industrie alimentaire, les cosmétiques et la pharmacie. 1l est
principalement utilisé pour traiter les maladies (telles que les maladies causees par le stress
oxydatif), parmi ces composés figurent les coumarines, les alcaloides, les tanins, les acides
phénoliques, terpénes et flavonoides (Bahorun et al.,1996). Elles sont également utilisées pour
leurs propriétés antibactériennes comme sources d'antibiotiques, mais il existe des plantes encore
exploitées notamment dans le domaine de la microbiologie médicale (Macheix et al., 2005). En
Algérie, ou les plantes médicinales sont encore utilisées par une grande partie de la population
pour les soins de santé, le pouvoir thérapeutique des plantes était empiriquement connu (Koffi et
al.,2009). La flore algérienne comprend plusieurs plantes d'astragale, dont I'Astragalus gombo ,
Plusieurs espéces d'astragale trouvent des applications dans la médecine traditionnelle et moderne
, Les feuilles de gombo d'astragalus sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter les

hémorroides, La racine d'Astragalus est également utilisée en médecine traditionnelle comme
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anti-stimulant. 1l a également été utilisé pour traiter le diabéte, la leucémie et traiter les

menstruations irrégulieres et la ménopause (Dasgupta, 2019).

Partant de ce constat travail, vise a détecter les composés secondaires présents dans la plante d’4.
gombo et a déterminer son activité biologique in vitro. La mémoire se compose de deux parties,
la premiére partie est une partie bibliographique composée de deux chapitres, le premier chapitre
est une étude théorique de la plante A. gombo, et le deuxieme chapitre est une étude sur les

polyphénols. La deuxiéme partie est liée au travail expérimental cette partie se focaliser :
1- Analyse phytochimique d'A.gombo.

- Etude quantitative des composés phénoliques par dosage des polyphénols totaux.

- Etude quantitative des flavonoides totaux.

-Analyse qualitative par HPLC

2- Evaluation d’activités biologiques

- Etude de la capacité antioxydante des plantes en mesurant le pourcentage d'inhibition des
radicaux libres DPPH et FRAP.

- Etude sur la capacité anti-inflammatoire d'A.gombo.
-Etude sur I'effet hémolytique d'Astragalus gombo.

- Etude de I'effet antibactérien de I'astragalus contre plusieurs souches de bactéries.
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CHAPITRE | Généralité sur I’Astragalus gombo
1. Définition:

L'Astragalus gombo est le genre le plus important de plantes a fleurs (Watrous et Cane,
2011) et donc de la famille des Fabacées (Scherson et al., 2008), et il est considéré comme une
plante idyllique importante qui se nourrit d'animaux notamment les chameaux (Chouana, 2017).
Il compte environ 3270 espéeces. Il se caractérise par un taux élevé de diversification
morphologique et une large répartition géographique (Zarre et Azani, 2013) et certaines espéces
du genre peuvent montrer des signes de spéciation et d'endémisme (Boumlik,1995). Astragalus
gombo est une espéce endémique saharienne (Ozenda, 2004) est largement distribué dans les
régions tempérées du monde, principalement en Europe, Afrique, Asie et en Amérique du Nord
(Rios et Waterman, 1997). Figure (01).

Figure (01) : Astragalus gombo (Kherraze et al., 2010)

2. Description botanique:

L'Astragalus gombo est une plante vigoureuse au port dressé et d'une hauteur de 10 a 50
cm. La tige est bien développée et les grandes feuilles vert clair ont de nombreuses folioles. Les
extrémités robustes du pétiole qui perdent les folioles deviennent coriaces et épineuses (Chehma,
2006).
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Les fleurs de Papillon de 25 mm sont jaunes, réunies en grappes axillaires compactes,
sessiles (sans pédoncule) ou presque sessiles, insérées a laisselle des feuilles terminales. Les
tiges sont dressées et couvertes de poils épais tomenteux (coton) blancs et de couleur claire
(Ozenda, 1977). Les gousses d'Astragalus gombo membranaceus sont complétement divisées en
deux loges par des cloisons longitudinales, a parois épaisses, ligneuses, renflées, trés rigides et de
plus de 1 cm de diamétre (Kouadri et Satha, 2018). Les racines qui constituent la partie
souterraine de la plante, les racines se ramifient au cours de leur développement pour former un

réseau de racines appelé systéme racinaire (Reynier,1991). Figure(02)

Figure(02): L'Astragalus gombo: A:L'Astragalus gombo plant; B:fleurs et feuilles;
C :fruit ; D:tige et fruit (Kherraze et al .,2010)

3. Classification

Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (Quezel et Santa, 1962 ;
Boumlik , 1995 ; Chehma , 2006) synthétisée dans (le tableau 01).
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Tableau (01) : Classification L'Astragalus gombo

Régne Plantes (Végétal)
Embranchement Spermatophytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Fables
Famille Fabaceae
Sous famille Papilionaceae
Genre Astragalus
Espece Gombo.bunge
Nom scientifique Astragalus gombo
Nom vernaculaire Faila

4. Localisation :

L'astragale est distribué dans le monde entier, mais principalement dans I'hnémisphere nord
de la terre (James et al., 1980) Figure 1. Les espéces sud-asiatiques (1500 especes), européennes
(500 especes) prédominent. Amérique du Nord (500 especes) et Amérique latine. Ainsi, il existe
un total de 150 especes le long des Andes (Zarre et Azani, 2013). Dans les pays du bassin
méditerranéen, 500 especes ont été décrites, dont une centaine sont localisées en Afrique du Nord
(Dobignard et Chatelain, 2010-2013) et une quinzaine dans le désert du Sahara (Ozenda, 2004).
En Algérie, A. gombo est assez bien représenté dans les régions arides et semi-arides du sud
comme Biskra, El Oued, djelfa et Boussadda (Kouadri et Satha,2018). Les noms communs
incluent : le milkvetch (la majorité des espéces). Locoweed (en Amérique du Nord, peu

d'especes) et épine de chévre (A. gummifer, A. tragacanthus) (Chouana , 2017).
5. Les Utilisations Thérapeutique

1. L’ Astragalus est utilisée depuis des milliers d'années par les hindous et les chinois en médecine
traditionnelle (Chaudhary et al., 2008).

2. Tandis que la racine est machée par les femmes pour stimuler la lactation (Verbeken et al.,
2003).

3. En médecine traditionnelle chinoise, les racines d'Astragale sont utilisées en décoction de

soupe ou de ragoQt de riz pour « dynamiser I'énergie vitale renforcer l'organisme ». Ainsi, en

8
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raison de ses propriétés toniques et immunostimulantes dans le traitement du diabete et de la
néphrite (Chaudhary et al., 2008).

4. La racine séchée d'Astragale est utilisée avec d'autres produits a base de plantes pour traiter la
diminution de l'immunité cellulaire suite a des traitements séveres tels que la chimiothérapie
(Lyons et Nambiar, 2005).

5. Elles sont également utilisées dans la régénération des tissus, la cicatrisation des plaies et dans
la fabrication de médicaments pour stimuler le systéme immunitaire aprés un traitement contre le
cancer (Gao et al., 2001 ; Mcculloch et al., 2006 ; Tin et al., 2007).

6. Réecemment, l'administration par voie intraveineuse d'un extrait standardisé d’Astragalus a
démontré son efficacité comme traitement d'appoint de divers problémes de santé : cancer,
maladies cardiaques ou hépatiques diverses, traumatisme abdominal sévere, tuberculose, anémie
aplasique (Pierre et Frangoise, 2009).

7. Des études en laboratoire sur certains extraits de racines ont montré des effets protecteurs sur
les cellules hépatiques affectées par certaines toxines, et des effets anti-inflammatoires ont
également été observes (Lyons et Nambiar, 2005).

8. L’astragale contient également un flavonoide appelé Astragalus, qui est un puissant
antioxydant (Tulsiani et al., 1985).

9. En tant qu'agent thérapeutique, l'astragale est recommandé pour le traitement de la faiblesse, de
I'engourdissement, de l'asthme, de la nervosité, de la tendance aux infections, des sueurs
nocturnes, du rhume et de la grippe, des douleurs arthritiques, de la déficience du systeme
immunitaire et de la mauvaise production d'urine (Saoudi, 2007).

10. Les feuilles d'astragale sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter les hémorroides
(Hassen et al., 2012).

11. L’astragale peut guérir les organes sujets au prolapsus, en particulier I'utérus, et est efficace

contre les saignements utérins et I'anémie (Iserin, 2001)
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1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, des composés naturels synthétises
exclusivement par les plantes, aux propriétés chimiques apparentées aux phénols et aux
puissantes propriétés antioxydantes. Ces molécules ou classes de substances se trouvent
principalement dans les fruits, les légumes, le thé vert et les céréales completes (Dentali et al.,
2018; Popping et al., 2018; Sharma, 2016; Spano et al., 2016; Parisi, 2018). La structure de base

de ces polyphénols comprend des anneaux aromatiques simples ou doubles attachés a un ou
plusieurs groupes hydrol (OH-) (Rasouli et al., 2017). Figure (03)

OH

Figure (03) : Structure de phenol (Singla et al.,2019)
2. Classification

Les polyphénols représentent une classe de composés vaste et diversifiée, avec au moins 10
000 composés différents connus, qui peuvent étre standardises par la présence dans leur structure
chimique d'un ou plusieurs anneaux aromatiques portant un ou plusieurs groupes hydroxyles (Li
et al.,2014 ; Gonzalez _ Vallinas ,2013) en fonction du nombre danneaux phénoliques qu'ils
contiennent et peuvent étre divisés en quatre sous-groupes principaux (Han et Shen et
Lou,2007;Srivastava et al ,2007):

Les flavonoides, les acides phénoliques, les stilbenes et les lignanes (Figure 04) .
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Figure (04) : Classification des polyphénols (Francesca et al., 2021)

2.1. Flavonoides :

Appartiennent a la famille des polyphénols, ces derniers se subdivisent en 10 classes dont
les flavonoides sont la classe la plus abondante, a eux seuls ils représentent 60 % des composés
polyphénoliques, les flavonoides sont constitués d'un méme élément structural de base formé par
2 cycles benzéniques (cycles A et B), reliés par une chaine linéaire a trois carbones qui forme un

hétérocycle oxygéneé (cycle C).

% Les flavonoides sont divisés en six sous - classes principales.
% Les variations de structure au sein d'une méme classe de composes se fait par rapport a leur
structure moléculaire.
% Elle se fait en fonction La position de la liaison entre les cycles B et C ; Le degré de
saturation du cycle C ; Le degré d'oxydation et d'hydroxylation de I'hétérocycle central C
(Ramos, 2007; Beecher, 2003 ; Williams, 2004).
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2.1.1.Flavanones :

Contrairement aux flavonols et aux flavones, avec le groupe carbonyle en position C4, le
cycle hétérocyclique des flavanones a une chaine saturee & 3 carbones sans groupe hydroxyle en
position C3. Les flavanones sont caractérisées par un grand nombre de dérivés substitués en
raison de leurs schémas de substitution uniques (Achat,2013). La substitution en position C7 par
un disaccharide est la forme courante des flavanones glycosylées Les flavanones se trouvent a
des concentrations élevées incitrus tels que les oranges (Ex : I'hespéridine) et les citrons (ex : le
criodictyol, et la plupart de ces composés sont présents sous forme d'aglycone (Oliveira et al.,
2014) .

2.1.2.Flavanols ( flavan - 3-ols) :

La classe des flavanols est également appelee flavan - 3 - ols .Cette sous - famille
comprend les quatre formes de la catéchine ,cette molécule possede deux carbones asymétriques ,
les carbones C2 et C3 , donnant lieu a 4 steréo - isoméres (R (- ) ou S ( +) ).Dans le régne
vegétal, on trouvera plus freqguemment la catéchine ( +) et I'épicatéchine ( - ) .Les flavan - 3 - ols
sont tres présents dans le cacao ( dans le chocolat noir) mais aussi les thes verts et noirs (Graf et
al., 2005) .

2.1.3.Flavonols et Flavones :

En ce qui concerne les flavones, un groupe carbonyle est présent en position C4 et un cycle
attaché au boucle hétérocyclique en position C2 ; de plus , il existe une double liaison entre les
atomes C2 et C3. Les flavones les plus importantes sont la lutéoline et I'apigénine .

De plus, un atome d'oxygeéne est place en position C4 et le cycle B (dans les isoflavones)
est attaché au boucle hétérocyclique (position C3) au lieu de comme dans les autres classes. Les
flavonols (dihydroflavonols) sont les dérivés hydroxylés. de flavanones . lls different des
flavones par la présence d'un groupe hydroxyle en position C3 (Oliveira et al., 2014). Certains
des flavonols les plus connus et les plus étudiés (sous la forme aglycone) sont le kaempférol et la
quercétine (Figure 05) (Tsao, 2010)
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Figure (05) : Structure de flavonols et flavone (Singla et al.,2019)
2.1.4.Anthocyanidines et anthocyanes :

Les anthocyanidines et les anthocyanes différent des autres flavonoides par la présence de 2
doubles liaisons dans leurs hétérocycles. Les anthocyanes sont la forme glycosylée des
anthocyanidines et se caractérisent par I'nydroxylation et la méthoxylation des liaisons sur le
cycle B (Reis-Giada, 2014).La variation du nombre de groupes hydroxyle et de la nature et du
nombre d'unités de sucre liées a leur structure se traduit par un groupe diversifié de anthocyanes.
Les unités de sucre adjacentes sont généralement des monosaccharides, ex :le glucose-galactose
et larabinose (Ozean et al., 2014) . Les pigments solubles dans l'eau des glycosylates
d'anthocyanine trouvés dans les fleurs colorées et la plupart des fruits colorés ont été attribués a

ces composés (Grozier et al., 2006)
2.1.5. Isoflavonoides :

Isoflavonoides sont une grande sous-classe des polyphénols végétaux les plus courants

contenant 15 atomes de carbone connus sous le nom de flavonoides (Crozier et al., 2009) .

Dans les isoflavonoides ( 3 phénylchromanes ) , le cycle phényle B est attaché a la position
3 du boucle hétérocycligue Cat plutét que 2 dans les flavonoides (Han et al., 2010). Le niveau le
plus élevé d'isoflavonoides se produit généralement dans les racines, les semis et les graines
(Matsumura et al., 2013 ;Abde-kader et al., 2008) , plus particulierement les graines de soja
(Graf et al., 2005).figure(06).
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Figure (06) : Structure d'isoflavonoides (Chira e al., 2008)
2.2. Nonflavonoides

Bien que le squelette structurel des polyphénols contienne plusieurs groupes hydroxyle sur
les boucles aromatiques, la structure de base des nonflavonoides est une seule boucle aromatique.

Les composes non flavonoides comprennent les acides phénoliques, les stilbénes et les lignanes.

2.2.1. Acides phénoliques:

Principalement les dérivés par deux : ’acide benzoique et de I’acide cinnamique.

Ces molécules existent rarement sous leur forme libre mais se trouvent le plus souvent en
conjugaison avec d'autres polyphénols, le glucose, I'acide quinique ou des composants.

Structuraux de la plante d'origine (Chang et al., 2005). Bien qu'il faille tenir compte de la
variation du nombre et de ’emplacement des groupes hydroxyle sur les cycles aromatiques de
ces acides, il existe deux squelettes parents distincts d'acides phénoliques : les acides
hydroxycinnamique et hydroxybenzoique. Les acides gallique, p-hydroxybenzoique,
protocatéchuique, syringique et vanillique sont les acides hydroxybenzoiques les plus courants
(Singla et Dubey,2018). On les trouve soit sous forme d'acides libres, soit sous leurs formes
conjuguées (hétérosides ou esters). D'autre part, le cycle aromatique des acides
hydroxycinnamiques a une chaine latérale a trois carbones (C6-C3). Les acides caféique,
férulique, p-coumarique et sinapique sont les acides hydroxycinnamiques les plus couramment
trouvés dans les aliments (Oliveira et al.,2014 ; Bankar et al., 2011).Figure(7)(8).
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Figure (07) :Structure d'acides hydroxybenzoiques (Singla et al.,2019)
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Figure (08) : Structure d’acide cinnamique (Chira e al.,2008)
2.2.2. Lignanes :

Représentent une classe non flavonoide comportant deux unités de propylbenzéne ( C6 - C3
) reliées entre elles entre la position B en C8 des chaines latérales du propane . Les positions C9 .
C9 des lignanes sont substituées selon différents schémas , résultant en une large gamme de
formes structurelles différentes . Pour cette raison , les lignanes sont classées en huit sous -
groupes , dont le furane , le dibenzylbutane et | ' aryltétraline (Suzuki et Umezawa, 2007 :
Willfor et Smeds, 2006) . Les lignanes se trouvent dans les légumineuses , les graines et les
huiles végétales , on les trouve principalement sous leurs formes libres , tandis que la structure

glycosylée n'est pas présente . abondante (Machac et Towers, 1984 :Axelson et al ., 1982)
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2.2.3. Stilbénes :

Les stilbénes sont des composés polyphénoliques qui ont une structure C6 - C2 - C6 , deux
noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne . lls sont produits par les plantes en réponse a
des attaques fongiques , bactériennes ou virales . 1l existe des formes oligoméres des stilbénes ,
identifiées dans le raisin , telles que le pallidol , les vinifeérines , les arachides et les baies
(Landrault et al ., 2002 ;Rebeiro et al., 1999 ;Vitrac et al., 2005)Figure(09).

HO ! N

OH

OH

Figure (09) : Structure de stilbenes (Singla et al.,2019)
2.3. Tanins:

Tanins sont définis comme des composés phénoliques de haut poids moléculaire allant de
500 Da a plus de 3000 Da qui sont présents dans les feuilles, les écorces, les fruits, le bois et les
racines des plantes et qui se retrouvent principalement dans les tissus, dans les vacuoles. Ils ont
été étroitement associés aux meécanismes de défense des plantes contre les mammiféres, les
oiseaux et les insectivores (Hagerman et Buther, 1981; Hassanpour et al., 2011). A I'exception
de certaines structures de poids moléculaire plus élevé, les tanins sont solubles dans I'eau (20-
35°C). De nombreuses unités structurelles avec des groupes phénoliques libres peuvent se
complexer avec des protéines, de l'amidon, de la cellulose et des minéraux. Les tanins se
trouvent dans les plantes a fleurs et non a fleurs. Types de tanins Selon leur composition
chimique et leurs propriétés, les tanins sont divisés en deux grands groupes : les tanins
hydrolysables (HT) et les tanins condensés (CT) (Athanasiadou et al., 2001 ; ChaichiSemsari et
al., 2011 ; Hassanpour et al., 2011 ; Maheri et al., 2011). Les tanins hydrolysables se subdivisent
en taraglutanines et cavittanines (Mangan,1988). Les tanins condenses (CT ou
proanthocyanidines) sont les tanins les plus courants dans les légumineuses, les arbres et les tiges
(Barry et Mcnabb, 1999).
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3. Utilisation:

1. Les polyphénols aident a la sécrétion d'insuline qui maintient la glycémie, augmente la
tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline (Tressera_Rimbau et al., 2017).

2. Une alimentation riche en polyphénols peut également réduire les taux de lipoprotéines de
basse densité (LDL) et de cholestérol, qui controlent finalement la pression artérielle
(Tressera_Rimbau et al., 2017)

3. Utilisations industrielles Les polyphénols peuvent étre utilisés comme matériaux d'ingénierie
pharmaceutique pour la synthese de médicaments, de colorants, d'agents de tannage du cuir,
d'intermédiaires de revétement et d'autres ingrédients alimentaires fonctionnels (Ajila et al
.,2011; Jovanvi¢ et al 2001).

4. Les polyphénols favorisent la croissance de bactéries intestinales saines, préviennent la
thrombose, inhibent la croissance tumorale, renforcent I'immunité et I'embolie pulmonaire
(Rasouli et al., 2017; Shahidi et Yeo, 2018).

5. Les polyphénols inhibent les facteurs de transcription pro-inflammatoires en interagissant avec
les protéines impliquées dans I'expression des genes et la signalisation cellulaire, entrainant des
effets protecteurs contre de nombreuses maladies chroniques causées par l'inflammation (Efsa
,2015).

6. Polyphénols jouent un role important en tant que défense contre les agents pathogénes des
plantes et I'agression des animaux herbivores et en tant que réponse a diverses conditions de
stress abiotiques, telles que les précipitations et le rayonnement ultraviolet (Naczk et Shahidi
,2004)

7. Les composes polyphénoliques aident a réduire la formation, la différenciation et la
prolifération des cellules graisseuses, en plus de prévenir l'inflammation et de favoriser la
lipolyse (réduction de l'obésité) (Wang et al .,2014).

8. Les polyphénols (anthocyanes) ont été associées a la prévention du diabete de type 2 (Xiao et
Hogger ,2015), (la protection des cellules béta pancréatiques contre le stress oxydatif, les effets
anti-inflammatoires et antioxydants, la diminution de la digestibilit¢ de I'amidon due a la
suppression de l'activité enzymatique et l'inhibition de la fin de la glycation avancée (Xiao et
Hogger ,2015).
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4. Biosynthese des polyphénols:

Les processus de biosynthése sont la base fondamentale de la vie. Que ces processus
impliquent un enchevétrement de réactions simples, comme dans le cas de la synthése de la

phénylalanine et cela via deux voies : (Davis,1958)Figure(10)(11).
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Figure (10) : Représentation des différentes phases de prolifération du cancer et des potentiels

lieux d’action des polyphénols végétaux. (Tsao et al., 2009)
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I. Matériels utilisés :
1. Matériels biologiques:
a) Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé est une espece médicinale appartenant a la famille des Fabacées
correspond la partie aérienne constituée les feuilles et partie sous aérienne composée les racines
de I'espéce Astragalus gombo. La récolte de cette plante est effectuée le octobre 2022 au niveau
de la localité de Hassi Khalifa (wilaya d'El Oued).Figure(12).

Figure (12) : Astragalus gombo (photo originale ,2022)

7

«  Les caractéristiques générales de site de prélevement :

Les echantillons de la plante ont été prélevés a partir de la région de Hassi - khalifa qui est
située au nord de la ville d'EI Oued a 30 Km, elle s'étend sur une superficie de 1112 Kmz2 (33 ° 35
"N.et7°02"'E.), elle est caractérisée par un climat saharien, avec la diminution de la pluie et
l'alternation de la température entre le jour et la nuit. Les vents qui caractérisent cette région sont
les vents chauds ( chihili ) surtout a la saison d'été et les vents de sable a la saison du printemps (
GUEZOUL et al ., 2013 ) . La commune de Hassi Khalifa est délimitée comme suit :

Au nord par la commune Ben Ghecha , au sud par la commune Debila et Triffaoui , & I'est

la commune Taleb Elarbi ,& l'ouest la commune Elmagren ( Guezoul et al , 2013).
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b- Matériel vivant :

- Microorganismes utilisées :

Les 5 souches bactériennes utilisées dans ce travail et disponibles dans notre laboratoire de
recherche .Tableau(02).

Tableau(02) : Souches bactériennes utilisées pour la détermination de I'activité antibactérienne.

Souches bactériennes Code Gram
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-positive
Listeria innocua CIP 74915 Gram-positive
Escherichia coli ATCC 8737 Gram-négative

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Gram-négative
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Gram-negative

1.1.2. Produits chimiques :

Chlorure de sodium ( NaCl ), Phosphate de potassium monobasique (KH2POas), Acide
trichloroacétique (TCA), Butylhydroxytoluene (BHT), Trichloride d'aluminium ( AIC13 ) 2 %,
2,2 - diphényle -1- picryl hydrazyl (DPPH), acide ascorbique, acide gallique, diméthyle sulfoxyle
(DMSO), and Chlorure ferrique (FeClz)Tous ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich (USA).

I1.Méthodes
1 .Méthode de préparation de I'extrait aqueux :

10 g de la plante seéche d’4. gombo avec 100 ml d'eau distillée. Aprés macérés a condition
ambiante pendant 24h, puis filtrés par papier Jusuf, ensuit a été évaporés a l'aide de I'étuve
(Majhenic et al.,2007) (figure 13).
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Figure (13) : Protocole de préparation de I’extrait aqueux.

2. Rendement d'extraction

Le rendement d'extraction a été calculé comme suit dans I'équation (1) :
Rendement (%) = W1/W2 x 100
Ou W1 est le poids de I'extrait et W2 est le poids de la poudre séchée de matériel végétal
(Boutennoun et al., 2017).
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3. Analyse phytochimique (qualitative):

Les extraits végétaux préparés ont éteé testés phytochimiquement en milieu aqueux par des
techniques de caractérisation qualitative selon (Harborne, 1998 ; Wadood et al., 2013).

> Alcaloides :

Dans deux tubes, introduire 1 ml de l'extrait a analyser, acidifier le milieu avec quelques
gouttes d'HCI, ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube, et quelques
gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L'apparition d'un précipité blanc ou brun,
respectivement, indique la présence d'alcaloides. (Gontijo et al, 2017)

» Tanins:

Ajouter 1 ml de I'extrait a analyser dans le tube a essai et ajouter 200 ul de solution aqueuse
de FeClI3 a 2 %. La présence de tanins est indiquée par le vert ou le bleu-noir ( Ibtissam et Djahra
, 2022) .

» Flavonoides :

Ajouter 2,5 ml de I'extrait a tester, 2,5 ml d'eau ammoniaquée diluée et 0,5 ml de H2SO4
dans le tube a essai, et si la couleur jaune apparait, cela signifie la présence de flavonoides
(Ibtissam et al., 2021).

» Saponines :

Essai de mousse Introduire 2 ml de l'extrait a analyser dans un tube a essai, ajouter 2 ml
d'eau distillée dans le tube a essai, mélanger et agiter vigoureusement. La formation de mousse de
sable est considérée comme un signe de la présence de saponines. (Edeoga et al., 2005).

» Terpénoides:

Ajouter 2,5 ml d'extrait de plante, 1 ml de chloroforme et 1,5 ml d'acide sulfurique

concentré dans le tube a essai. La formation d'une couleur brun rougeatre indique la présence de

terpénoides(Harborne, 1998) .
4. Analyse quantitative
4.1. Analyse de dosage des polyphénols totaux :

La quantité totale de composés phénoliques a été déterminée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu. Ajouter 0,2 ml d’extrait aqueux d’'4. Gombo a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a 10
%. Aprés 4 min, 800ul de carbonate de sodium saturé (75 g/L) ont été ajoutés. Aprés incubation

pendant 2 heures a température ambiante, ’absorbance a été mesurée a 765 nm. Afin d’assurer
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des résultats reproductibles, les tests ont été effectués trois fois (Slinkard et Singleton, 1977). Le
contenu phénolique total a été calculé en milligrammes d’équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait selon une équation d’étalonnage linéaire pour I’acide gallique utilis¢ comme standard.
4.2. Analyse de dosage des Flavonoides

Ajouter 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparé dans du méthanol) a 1 ml de
solution AICI3 (2 % dissous dans du méthanol). Aprés 30 minutes, mesurer I'absorbance a
Amax=430 par rapport au blanc réactif préparé
Nano (Ahn et al.,2007). Les concentrations en flavonoides ont été deduites d'une gamme de
courbe d'étalonnage (5-10-20-35-50 pg/ml) établie avec la quercétine . Toutes les mesures ont été
répétées 03 fois par la méme procédure de dosage. Les résultats sont exprimés en mg

d'équivalents de quercétine/g d'extrait.
4.3. Analyse de dosage du tanin condensé

Le niveau de tanin dans D’extrait a été déterminé par spectrophotométrie, selon (
Broadhurst et Jones , 1978 ) . La catéchine a été utilisée pour préparer une courbe d’étalonnage,
I’échantillon a été pipeté dans un tube enveloppé de papier d’aluminium contenant 3,0 ml de
réactif de vanilline fraichement préparé (4 % p / v de vanilline dans du méthanol), et bien
mélanger le mélange avant d’ajouter 1,5 ml d’acide chlorhydrique fort. Apres 15 min a 20-2°C,

évaluer 1’absorbance de la réaction a 500 nm.
5. Analyse d’analyse de I'activité antioxydant
5.1. Méthode d'analyse de I'activité antioxydant (test DPPH)

Mélanger 1 ml de solution DPPH avec 1 ml de chaque extrait (ou de l'acide ascorbique
comme contr6le). Pour terminer la réaction, le mélange réactionnel a été brievement agité puis
maintenu a température ambiante dans l'obscurité pendant 30 minutes. A 517 nm, l'absorbance du

milieu réactionnel a été mesurée (Mansouri et al., 2005).

Pourcentage d'inhibition (P1) = [(Contrdle Abs Echantillon Abs) / Contrdle Abs) x 100]
ou Abs contrdle est I'absorbance du contréle (contient tous les réactifs sauf I'échantillon) et Abs

échantillon est I'absorbance de I'échantillon.
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5.2. Test FRAP (Essai de pouvoir antioxydant réducteur ferrique)

1 ml concentrations des extraits (mg / ml) dans I'eau distillée ont été mélangées avec du
tampon phosphate (1.25 ml , 0,2 M, pH 6,6 ) et 1.25 ml de 1 % de solution aqueuse de
ferricyanure de potassium (1.25 ml, Ks[ Fe (CN ) 6]). Le mélange a été incubé pendant 20
min a 50°C. Des aliquotes de 1.25 ml d'acide trichloracétique (1.25 ml, solution aqueuse a 10 %)
ont été ajoutées au mélange qui a ensuite été centrifugé a 3 000 tr/min pendant 10 min, le
surnageant ( 1.25 ml ) a été mélangé avec de I'eau distillée ( 1.25 ml ) et une solution de FeCI3
fraichement préparée ( 250 ul, 0,1 % ) . L'absorbance a été mesurée a 700 nm , l'acide ascorbique

a été utilisé comme contrdle positif. (Oraiza,1986)
6. Test anti-inflammatoire :

La méthode d'inhibition de la dénaturation de I'albumine d'ceuf a été utilisée pour étudier
le potentiel anti-inflammatoire de I'extrait aqueux brut (déférentes concentration 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800 pg/ml).

100 pl d'albumine d'ceuf de poule (frais), 1,4ml de tampon phosphate (pH 6,4), 1 ml de
diverses concentrations de plante. De plus, 1 ml d'eau distillée a été utilisé a la place de I'extrait
ou du Diclofénac et Aspégic pour préparer le contréle. Aprés une période d'incubation de 15
minutes a 37 ° C dans un bain-marie, les mélanges réactionnels ont subi une période de chauffage
de 5 minutes a 70 ° C, l'absorbance des mélanges réactionnels a été mesurée a 660 nm en utilisant
un spectrophotometre UV-visible apreés refroidissement, le tampon servant de blanc.

L'équation suivante a été utilisée pour obtenir le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de

I'ovalbumine (équation 01 ) (Dharmadeva et al ., 2018) :

o A Control -A sample
Inhibition percentage = P2 %100
A control

7. Analyse d’hémolyse:

L’analysa d’hémolyse est menée comme décrit ci-dessous, selon (Vinjamuri et al., 2015); 5 ml de
sang ont été centrifugés a 1000 tr/min a 40°C pendant 10 minutes dans un tube contenant 5,4 mg
d’EDTA pour arréter la coagulation. Le test d’hémolyse a été effectué sur des érythrocytes lavés
maintenus a 40°C pendant 6 heures. Utilisez 100 pl d’échantillon de test (contenant des

composants A.gombo ) et 50 ul de suspension d’érythrocytes (10 dilutions). Utilisez des
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controles positifs et négatifs, 100 pl chacun de PBS et 100 ul chacun de 1 % SDS. Ensuite,
incuber pendant 60 min. Dans un bain-marie & 37°C (Vinjamuri et al., 2015). Ajouter 850ul de
PBS au mélange réactionnel pour amener le volume a 1 ml. Apres centrifugation a 300 tr/min
pendant 3 minutes, la concentration en hémoglobine a été calculée en mesurant la quantité
résultante d’hémoglobine dans le surnageant avec un spectrophotomeétre a 540 nm.

La formule suivante a été utilisée pour calculer le taux d’hémolyse :

0D sample

%HemOIVSiS Inhibition =100 - 0D control

x 100

8. Analyse d’activité antibactérienne :

Dans un premier temps, la sensibilité des souches bactériennes de 1’extrait aqueux brut a
été déterminée par la méthode de diffusion sur gélose a été citée par (Belhaoues et al., 2020).
Dans le test antibactérien on utilise la méthode de diffusion sur geélose, comme indiqué
précédemment, la méthode de diffusion sur gélose a été utilisée pour évaluer lactivité
antibactérienne des matériaux, avant utilisation, les souches bactériennes ont été cultivées sur de
la gélose nutritive a 37 ° C pendant 24 heures pendant la phase stationnaire de croissance. La
suspension des cellules bactériennes est un autre facteur (106 unités formant colonie par ml), ont
été appliqués sur des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton ( a l'aide d'écouvillons
stériles ). Les disques ( 6 mm de diametre ) ont ensuite été immerges dans 10 ul de divers extraits
des plantes qui ont tous été dissous dans du DMSO (5 %, v/ v) a différentes concentrations ,
I’oflaximine ( 10 pg / mL ), la Gentamicine ( 30 pg / mL ) et I’érythromycine (10ug/ml), alors
que ( DMSO 5%, v/ v ) ont été utilisés comme contrble positif et négatif , respectivement et
incubés pendant 24 ha 37 °C.

2. Méthode d’analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées par trois. Les données ont été analysées dans
Microsoft Excel et sont présentées sous forme de moyenne * écart type (n = 3). Graphpad Prism

7 pour Windows a été utilisé pour calculer les valeurs 1C50.
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I. Résultats :
I.1. Etude phytochimique de I'extrait aqueux d'Astragalus gombo :
I.1.1. Rendement d'extraction :

Le rendement d'extraction était de 16,045+0,049 % de matiére végétale seche.

1.1.2. Depistage phytochimique :

L'analyse phytochimique a révélé la présence de polyphénols, de flavonoides, de tanins,
d'alcaloides et de terpénoides et 1’absence de saponines dans l'extrait aqueux d'A. gombo
(tableau03).

Tableau(03): Composition phytochimique de I'extrait aqueux d'A.gombo

Extraits Phytochimiques A.gombo

Polyphenols +
"alcaloides Mayer -

Wagner
Flavonoids

Tannins

+ + + +

Terpénoides
Saponines -

(+) : Présence de composee (-) : Absence de composée
1.1.3. Quantification des composés phytochimiques :

Les composés phénoliques et flavonoides totaux ont été exprimes en termes d’équivalent
d’acide gallique ( mg AG eq / g extrait sec ) et d' équivalent de quercétine ( mg Q eq / g extrait

sec ) respectivement , en utilisant les équations suivantes basées sur la courbe d' étalonnage :

Y = 0,0153x + 0,265 , R? = 0,8835 pour les composés phénoliques et Y = 0,0096x + 0,0521,
R2=0,9371 pour les composés flavonoides . Alors que les saponines totales et les composés
tanniques condensés ont été exprimés en termes d' équivalent de diosgénine ( mg DO eq / g d'
extrait sec ) et d' équivalent de catéchine ( mg Ca eq / g d' extrait sec ) , respectivement , en
utilisant les équations suivantes basées sur la courbe d'étalonnage : Y=0,0031x + 0,0301,
R2=0,9977 pour les composés tanins condensés. Les résultats ont été représentés dans le

tableau(04).
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Tableau (04) : Teneur totale en phénols, flavonoides, tanins condensés.

Composés

A. gombo

Polyphénols 66,306 + 0,88
Flavonoides 34312+ 14
Tanins 5,343+ 2,74

I.1.4. Caractérisation de I'extrait aqueux d'A. gombo par Transformée de Fourier le spectre

Infrarouge :

Le spectre FTIR a été utilisé pour identifier le groupe fonctionnel des composants actifs
sur la base de la valeur maximale dans la région de rayonnement infrarouge. Les résultats des
valeurs maximales FTIR et des groupes fonctionnels les plus dominants ont été représentés dans
(figure 14).

FTIR de l'extrait aqueux d'A. gombo montre la principale large bande caractéristique
d'absorption apparue a 3400 cm-1, qui est attribuée a la présence du groupe (O-H), du 1630 a
1680 cm-1 , la présence du groupe (C=0), a 1400 cm-1, la présence du groupe (COO-) , a 1200

cm-1, la présence du groupe (C_O).
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Figure (14) : TFIR de I’extrait aqueux d'’A. gombo
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Analyse qualitative par HPLC

Les resultats de la séparation de I'extrait aqueux de par HPLC sont illustrés dans le
chromatogramme d’A.gombo Figure (15)

L’HPLC a identifié six composés parmi neuf composés de référence au niveau des composés
phénoliques sur 75 pics dans I’extrait brut aqueux d’A.gombo. Analyser un examen de la
quercétine (9441,936 pg/mg) qui est le composé phénolique le plus abondant. allors que seules
des traces de certains composes phénoliques identifies Acide p-coumarique( 113,049ug/mg),
Acide caféique( 100,490ug/mg),Acide vanillique(63,537ug/mg),Vanilline(31,515 ug/mg),Rutine(
12,038ug/mg) sur A.gombo .Tableau(05).

Tableau (05): Temps de rétention et concentration des composés phénoliques identifiés dans

I'extrait aqueux d'A.gombo.

Résultats

Composés phénoliques | Temps de retraite | Contenu de ’équation | Concentration (pg/mg
(min) extrait)

Acide caféique 16.277 y=42239x 100,490
Acide p- [

cIEe preoimatiate 1 53817 y=27977 113,049
Acide gallique 5.29 y=54681x ND
Acide vanillique 15.53 y=20674 63,537
Acide chlorogénique 13.392 y=21665x% ND
Naringine 34.788 y=19379x ND
Rutine 28.37 y=1649x 12,038
Quercetine 45.047 y=2142281x 9441,936
Vanilline 21.46 y=9286x 31,515
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Figure (15) : Chromatogrammes HPLC de l'extrait d’A.gombo: 1 : Acide vanillique ; 2, Acide

caféique ; 3 : Vanilline ; 4 : Acide p-coumarique ; 5 : Rutine ; 6 : Quercétine.

I .2. Capacité antioxydante :

Les résultats des activités de piégeage des radicaux DPPH et hydroxyle et le résultat du
pouvoir réducteur basé sur le FRAP par extrait aqueux d'Astragalus gombo et différents
antioxydants standards sont réesumés dans le tableau 8. Il existe des différences remarquables
dans la capacité antioxydante parmi les antioxydants testés ; ’activité antioxydante d'A.gombo
était trés inférieure a celle de I'antioxydant standard avec ses valeurs IC50 pour le DPPH de
62.813ug / ml, et le pouvoir réducteur du FRAP était de 19.375ug/ml. Alors qu'un A. ascorbique
avait les activités de DPPH et de piégeage des radicaux hydroxyles les plus elevées avec une
valeur IC50 de 18.798/ml et 24.758 pg/ml respectivement, ainsi que le pouvoir réducteur le plus
élevé de 19,29ug/mg.Tableau(06).

Tableau(06) : IC50 en DPPH et capacités de piégeage des radicaux hydroxyles, pouvoir

réducteur FRAP de I'extrait aqueux d'A.gombo.

IC50 (ug/ml £ SD)
Echantillons
DPPH FRAP
A. gombo 62,813+0,006 19,375+0,041
A. Ascorbique 18,798+0,054 24,758+0,031
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1.3 Activité d'hémolyse :

Le dosage hémolytique est utile pour établir si I'activité cytotoxique est liée ou non a des
dommages directs sur la membrane cellulaire. Une faible activité hémolytique observée en
général dans I'échantillon testé a été détectée, pour l'extrait d'A. gombo a été obtenu (4,793 ;
13,016 ; 19,297 %), tandis que le SDS a été utilisé comme contrdle positif et a montré I'activité
hémolytique la plus élevée (58,76 ; 60,70 ; 62,64 %).figure(16).

Hémolyse

70
58,76 60,7 62,64

40

19,297

20 13,016
—

20 40 60

percentage d’hémolyse

concentration pg/ml

M extrait d’A.gombo m SDS

Figure (16): Activité hémolytique dA.gombo (20 ; 40 ;60ug/mL) sur des globules rouges par
rapport a 1 % de SDS.

1.4. Activité anti — inflammatoire :

La figure montre l'effet de l'extrait sur la protection contre l'apparition de 1’inflammation,

c'est - a - dire, I’inhibition de la dénaturation des protéines.

Daprés les résultats, il est clair que l'extrait a une activité anti-inflammatoire. Ou le
pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines augmentait avec lI'augmentation de la

concentration (figure 17).
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Figure (17) : Activité anti — inflammatoire d'A.gombo sur le protéine
1.5. Effet de la plante étudiée sur les bactéries (activité antibactérienne).

Les résultats du test de sensibilité bactérienne des extraits sont regroupés dans le tableau
(06).

Dans ce travail, cing souches bactériennes : (Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 8737 gram negatif) et (Listeria
innocua CIP 74915, Bacillus subtilis ATCC 6633 gram positif). ls ont été utilisés pour tester
I'activité antibactérienne des feuilles de la plante (A. gombo) par méthode de diffusion agar a

I'aide de comprimés imprégneés de I'extrait.

D’apres les tableaux ( 06 ), les résultats révelent clairement un effet remarquable de
I’extrait aqueuse des feuilles d’Astraglus gombo sur les souches cinq étudiées. On montrée une
activité antibactérienne moyenne de I’extrait sur toutes les souches testées avec des zones
d’inhibitions variables (de 8 jusqu’a 11,3mm) on notée aussi, dans tous les types de bactéries
¢tudiées ’augmentation de la concentration de extrait de la plante mener a I’augmentation de

zone d’inhibition.
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Tableau (06): Résultat de I’activité antibactérienne d’extrait d'’A.gombo sur les bactéries.

Echantion = Con Zone inhibition (mm)
(ng/mL) B.S ST L.l E.C P.A
A.gombo 1000pg/mL 8 +0,843 11,3+ 0,577 10+ 0,451 11+0,12 10,5+ 0,577
750ug/mL 8 £ 0,533 10 + 0,306 10+ 0,202 10 + 0,057 9+ 0,306
500pg/mL 8 0,310 10+ 0,764 9,6 + 0,597 10 + 0,041 8 +0,764
250pg/mL 8+0,601 9,66 + 0,866 8,7+0,132 9,5+0,10 8 + 0,866
DMSO --
Amoxicilin | 10pg/ml 33 22 22 22 23
Cephalexin  30pg/mL 23 25 29 29 30

Figure (19) : Activité antibactérienne de différentes concentration de plante A.gombo sur

différentes souches de bactéries .
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I11.Discussion

A la lumiére des derniéres études, la plupart des chercheurs sont devenus de prendre les
plantes comme source médicale pour détoxification et de neutralisation ( source thérapeutique )
.Les plantes médicinales sont la principale source de composés chimiques ayant des avantages
thérapeutiques potentiels. De nombreuses enquétes ont révélé la composition chimique intrigante
des plantes médicinales, qui comprend des acides phénoliques, des flavonoides et des tanins, qui

sont tous connus pour avoir des effets positifs sur la santé (Muniyandi et al., 2019).
L'objectif primordial assigné par cette etude vise a rechercher les principes actifs .
I- Analyse Phytochemique d’extrait aqueux d'A .gombo :

Obtenus par macération de la plante d'Astragalus gombo gréce a des tests phytochimiques
et d'estimer la teneur de certain composés actifs essentiels , les polyphéols et les flavonoide
obtenus dans les deux parties et d'en évaluer leur pouvoir biologique (l'activité antioxydante
,anti-imflammatoire , antihémolytique et antibactérienne ) . Les tests phytochimiques dans notre
études , elle m'a permis de mettre en evidence la présence de quelques métabolites secondaires (
alcaloides , Tannins , flavonoides , terpénoides et les polyphénols ) de plante d'Astragalus gombo
mais a différente quantité , Ces résultats sont concordent avec ceux trouvés par (Selami et
Boukhezza,2014) . La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais des réactions
de précipitation et changement de couleur (Kanoun,2011). cette analyse a déterminé
qualitativement les composes non nutritifs mais biologiquement actifs qui conférent la saveur , la
couleur et d'autres caractéristiques a la plante (Rira, 2006) . En effet les flavonoides jouent un
réle dans la coboration des végetaux (Ribereau-Gayon et Peynaud,1968) , les flavonoides
protegent les aliments d'origine végétale de I'oxydation , ce sont des antioxydants réputés pour
leur action antiradiculaire (Makhloufi,2010) . Egalement , les tanins sont responsables des
propriétés hémostatiques ( Asquith et Butler , 1986 ) . Et leurs présence de tanins suggeré la
capacité de cette plante a jouer un réle majeur comme un agent anti - diarrhéique et
antihémorragique ( Awoyinka et al., 2007 ) la présence des alcaloides peut expliquer des activités
biologiques diverses . (Milcent et Chau,2003) ils jouent réle a faibles doses d'anesthésique locaux
, d'analgésique , dantibiotiques , d'antiparasitaires , d'antipaludique , d'antitumoraux ( Chenni,

2010) la plante : est riche en le polyphénols présenté a quantité élevée ,ils ont divers effets sur

39



CHAPITRE 111 Discussion

la physiologie végétale de part leurs actions antibactériennes et antifongiques ( Ali et al .,1998 )
et aussi limitée les dommages dus aux radiations UV . ils agissent par effet antioxydant (
Madigan , 1997) .

De plus, la HPLC a identifi¢ six composés phénoliques dans brut aqueux de I'A.gombo , il a été
démontré que ces composés avaient de nombreux effets thérapeutiques tels que la capacité de
piéger les radicaux libres indiquant que l'acide caféique est l'acide phénolique prédominant et
largement disponible, et qu'il présente une capacité antioxydante et chélatrice du fer, (Ghosh
etal., 2020 ; Negro etal., 2019 ; Sandoval et al., 2002), l'acide caféique réduit la réponse
immunitaire et inflammatoire aigué (Gao et al., 2018). Alors que la quercétine sont considérées
comme des composés antioxydants avec une activité prometteuse contre les dommages
oxydatifs (Nishimura et al.,2013).routine aussi a des activités anti-inflammatoires,
antioxydantes, neuroprotectrices, nephroprotectrices et hépatoprotectrices (Selloum et al .,
2003;Yang et Guo, 2008 ;Janbaz et Saeed,2002).p-coumarique diminue la peroxydation des
lipoprotéines de basse densité (LDL) présente des activités antioxydantes , antimicrobiennes et
joue un role important dans la santé humaine. L'acide vanillique a des effets antioxydants |,
antimicrobiens , analgésiques et anti - inflammatoires (Calixto-Campos et al.,2015; Amin et
al.,2017) . L'activité antioxydante de l'acide VA augmente l'activité de piégeage des radicaux
libres, le pouvoir réducteur et linhibition de la peroxydation des lipides. (Vinothiya et
Ashokkumar,2017).La vanilline a une activité antioxydante, une action anti tumorale et un
potentiel thérapeutique dans le traitement et la prévention du cancer. Par conséquent, I'existence
de chaque métabolite secondaire dans ’A.gombo nous fournit des preuves a I'appui de I'utilisation

traditionnelle de cette plante comme reméde contre diverses maladies. (Bezerra et al.,2016).
Il - Activités biologiques :
1- Activité antioxydant :

Concernant I'étude de l'effet antioxydant in vitro, nos résultats indiquent que Il'analyse
chimique confirme la présence des propriétés antioxydantes révélées par le test du DPPH (
IC50=62.813ug / ml) et du FRAP ( 1C50=19.375ug/ml), du fait de la pourcentage élevé de
polyphénols, en particulier les flavonoides , et le dernier des composés phénoliques connus, en

particulier la quercétine, qui a été indiquée par le test HPLC a un rapport de 9441.936ug/ml
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Il semble qu'un grand nombre des effets biologiques de la quercétine et d'autres flavonoides
puisse étre expliqué par leur activité antioxydante et leur capacité a détruire les radicaux libres (
Joshi et al ., 2005)

I'acide p-coumarique diminue la peroxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL),
présente des activités antioxydantes et antimicrobiennes et joue un role important dans la santé
humaine(Boz,2015).

2-Activité anti-inflammatoire

Les résultats ont montré que l'activité anti-inflammatoire est trés élevée en raison du niveau
élevé de quercétine par les résultats HPLC.
La quercétine est indiquée dans toutes les situations inflammatoires parce qu'elle inhibe la
formation des meédiateurs de l'inflammation : les prostaglandines et les leucotriénes, en méme
temps que la libération de I'histamine . En plus, La quercétine aide également a diminuer la
formation et la libération de prostaglandines pro inflammation et de thromboxanes tout en
ralentissant les substances réactives de I'anaphylaxie , un déclencheur - clé de I'asthme ( Boots et
al ., 2008) .

3-Activité anti-hémolytique

Le test d'hemolyse a été évalué car, méme si la plante avait un pouvoir antioxydant, son
utilisation en médecine traditionnelle et dans les formulations pharmaceutiques serait impossible
en présence de son effet hémolytique, qui est un indice de cytotoxicité (Chaouche et al.,2015 ;
Haddouchi et al., 2018). L'extrait représente un effet hemolytique tres faible. De ce fait, les
résultats de la force hémolytique de I'extrait montrent un effet hémolytiqgue moins important que
au contact des érythrocytes humains, du fait de I'absence de saponines dans l'extrait (Sharma et
Sharma,2001).L'utilisation clinique des saponines est limitée en raison de leur activité
hémolytique médiant la toxicité chez les animaux et chez I’homme, le mécanisme de destruction
de la membrane érythrocytaire a l'aide des saponines (hémolyse) n'est pas encore totalement
élucidé et peu eélucidé dans nombreux investigations scientifiques menées (Gauthier et
al.,2009;Baumann et al.,2000) ont rapporté que le saponine interagit avec les stérols présents
dans les membranes des érythrocytes et produisent des réactions hémolytiques (Baumann et al.,

2000). Cela conduit a la rupture de la membrane érythrocytaire entrainant une augmentation de
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la perméabilité cellulaire et une perte d'hémoglobine un autre meécanisme impliqué dans
I'némolyse a également été exploré ( Baumann et al.,2000 ) dans lequel I'interaction étendue entre
les saponines et les canaux hydriques , les aquaporines , induit une augmentation de la
perméabilité membranaire due a l'entrée de molécules d' eau dans les cellules provoquant la

rupture des érythrocytes et I'apparition d'hémolyse (Oda et al., 2000).
4-Activité antibactérienne :

Les résultats ont montré que I'activité antibactérienne est moyenne cette ctivité
antibactérienne est due a la présence des métabolites secondaires contenus dans I'extrait
susceptibles d'affecter les sensibilités des bactéries en fonction de la molécule bioactive. La
présence d'une variété de métabolites secondaires potentiellement actifs dans I'extrait pourrait
expliquer la large gamme d'activité antibactérienne (Baydar et al.,2004). Cette action inhibitrice
pourrait étre due aux tanins et aux flavonoides, qui sont utilisés depuis longtemps comme agents
antimicrobiennes. Il a été prouvé dans cette étude que les tanins presentent une activité
antibactérienne contre les micro-organismes Gram+ et Gram-négatifs (Njateng et al., 2017).
L'acide tannique inhibe lI'adhésion des bactéries aux surfaces, ainsi que leur absorption de sucre et
d'acides aminés, limitant leur croissance (Pandey et Negi, 2018). En outre, la capacité des tanins
a traverser la paroi cellulaire bactérienne et dans la membrane interne, interfere avec le
métabolisme de la cellule et, par conséquent, provoque la mort cellulaire. L'acide tannique agit en
bloguant la pompe a efflux NorA, qui est considérée comme le principal mécanisme derriere ses
effets antibactériens. L'activité des flavonoides est due a leur capacité a se combiner avec des
proteines extracellulaires et solubles, ainsi qu'avec des parois cellulaires bactériennes (Mogana
et al., 2020).
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Conclusion :

Dans cette étude, nous nous sommes familiarisés avec la plante d’ A. gombo , et nous avons
identifié quelques résultats concernant phytochimique et les activités biologiques , et nous avons

obtenu qu'elle est :

- Riche en métabolites secondaires.

- Il contient de fortes concentrations de polyphénols et de flavonoides.

- En ce qui concerne les résultats de HPLC, 6 composés avec des concentrations élevees et
variables ont été trouvés qui ont des utilisations dans le domaine médical, ce qui renforce

I'utilisation de la plante dans les traitements traditionnels et le domaine des médicaments.

Quant a l'activité biologique, elle présente une activité antioxydante élevée grace a I'analyse
du DPPH et du FRAP, ce qui lui ouvre des perspectives pour étre une solution préventive et
thérapeutique aux problemes et maladies résultant du stress oxydatif.

De plus, en ce qui concerne l'activité anti-inflammatoire, il a montré une activité élevée, nous
permettant de l'utiliser comme traitement de l'inflammation, comme pommade... etc., ce qui
profite a I'étre humain. En outre, l'activité anti-hémolytique était faible, ce qui peut étre utilisé en
toute sécurité sans exposition a la lyse des érythrocytes. Ces découvertes ouvrent l'espoir qu'ils
puissent étre utilises comme traitements pour les rechutes de santé. Quant a lactivité
antibactérienne, elle était quelque peu moyenne, ce qui permet d'isoler les composés jusqu'a ce

que I'on connaisse le compose responsable de cette activité.

Enfin, sur la base de tout ce qui précede, la plante d’A.gombo peut étre utilisée pour son
efficacité biologique prouvée a différents niveaux, ce qui ouvre des espoirs prometteurs et
renforce son utilisation dans le domaine médical contre divers problemes de sante.

Perspective :

Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans la future des perspectives
expérimentales qui devraient nous permettre d'identifier clairement :

- Utilisation comme traitement des maladies chroniques appliquées au vivant

- Etude de l'activité cytotoxique.
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Figure : Plante apres évaporation ( Photo Originale, 2023).

Figure : Résultat de test DPPH (extrait de plante ) ( Photo Originale, 2023).
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Figure : Résultat de test FRAP (extrait de plante ) ( Photo Originale, 2023).
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Figure :Résultat de test hémolyse (SDS) ( Photo Originale, 2023).
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Figure : Courbe d'étalonnage de Querceétine pour le dosage des polyphénols.
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Résumé
Obijectif : Le but de cette étude est de déterminer le contenu phytochimique et les activités biologiques de la plante Astragalus gombo.
Méthodes : Pour l'analyse phytochimique initiale, des procédures standard ont été appliquées, tandis que lidentification et la
quantification des composés phénoliques individuels ont été effectuées par analyse HPLC. La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée
pour évaluer la teneur totale en acide phénolique des extraits végétaux. La teneur totale en flavonoides a été déterminée a l'aide d'un
dosage colorimétrique du chlorure d'aluminium. La méthode de spectroscopie FTIR a été utilisée pour examiner la composition chimique
des extraits organiques. Les activités antioxydantes ont été évaluées en utilisant DPPH et FRAP. Et une activité anti-inflammatoire et
anti-dissolvante. Aussi, l'activité antibactérienne a été évaluée a l'aide de cing souches : Bacillus subtilis (ATCC 6633), Listeria innocua
(CIP 74915), Escherichia coli (ATCC 8737), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella typhimurium (ATCC 14028).
Résultats : L'analyse chimique a révélé la présence de nombreux métabolites secondaires, tels que les polyphénols, les flavonoides, les
tanins, les anthocyanes, les terpénaides et les alcaloides. Pour l'analyse HPLC, nous avons obtenu 65 pics et identifié 6 composés
bioactifs majeurs. La concentration totale en polyphénols et en flavonoides variait respectivement de 66,306 + 0,88 mg équivalent acide
gallique/g poids sec et 34,312 + 1,4 mg équivalent quercétine/g poids sec/mg. La concentration totale de tanins condensés et de composés
de tanins hydrolysables a été exprimée en termes d'équivalents de vanilline 5,343+ 2,74 mg Ca eq/g, respectivement. L'étude par
spectroscopie FTIR a indiqué plusieurs valeurs maximales distinctes dans I'extrait avec différents groupes fonctionnels tels que les
groupes amide, alcool et phénol. En termes dactivité antioxydante, nous avons constaté que cet extrait avait des rapports inhibiteurs
élevés équivalents a IC50 = 62,813+0,006 pour DPPH et IC570 =19,375+0,041 pour FRAP. Une activité anti-inflammatoire élevée a été
estimée a 1615,81pg/ml ,et une activité anti-hémolytique faible.
De plus, l'activité antibactérienne est quelque peu modérée contre les cing souches étudiées.
Conclusion : Notre étude a démontré que I'extrait aqueux d'A. gombo est tres riche en métabolites secondaires. De plus, il possede
d'énormes capacités antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-inflammatoires et antibactériennes. Ce qui nous pousse a l'introduire a des
fins médicales.
Mots clé : Astragalus gombo , phytochimique , activité biologique et HPLC .
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