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Résumé :

Les plantes médicinales renferment une ou plusieurs molécules capables de prévenir,
soulager ou guérir des maladies. Cette diversité de composes chimiques peut justifier

leurs utilisations traditionnelles.

L'extraction est réalisée par macération, les extraits étant préparés a l'aide du solvant
methanol et de [lextrait aqueux. L'extraction des huiles essentielles se fait par la
méthode d'hydro-distillation. Des tests de screening ont été réalisés sur les extraits,
fournissant ainsi une idée générale sur le métabolisme secondaire des plantes et révélant
la présence de certains groupes chimiques tels que les polyphénols, les flavonoides, les

alcaloides, les tanins, etc.

L'évaluation guantitative des composés photochimiques par la méthode de Folin-

Ciocalteua montré une faible quantité de polyphénols pour les deux plantes étudiées.

Le dosage des flavonoides par la méthode du trichlorure d'aluminium in vitro a été
étudié en utilisant la réduction du radical libre DPPH. L'huile essentielle de C.caeruleus
a montré une bonne activité antioxydante avec un IC50 de 0,0365 mg/ml, tandis que les
feuilles de C.caeruleus ont montré une activité de 0,76 mg/ml. Les autres extraits ont
montré une faible activité antioxydante. L'effet antibactérien des extraits a été évalué

par la technique de diffusion sur gélose.

Les extraits de B.incrassatum et C.caeruleus ont montré une activité antimicrobienne
contre certaines souches testées, avec une activité inhibitrice notable contre S.aureus et
B.subtilis, avec une zone d'inhibition significative de 32,2 mm et 20,4 mm

respectivement.

Notre étude phytochimique et biologique a démontré que ces plantes possédent des

potentialités antioxydantes, antimicrobiennes et anti- inflammatoires.

Mots clés : B.incrassatum, C.caeruleus, plantes médicinale, antioxydant,

antimicrobienne.



Abstract:

Medicinal plants contain one or more molecules capable of preventing, relieving or

curing diseases. This diversity of chemical compounds can justify their traditional uses.

The extraction is carried out by maceration, the extracts being prepared using the
methanol solvent and the aqueous extract. The extraction of essential oils is done by the
method of hydro-distillation. Screening tests were carried out on the extracts, thus
providing a general idea on the secondary metabolism of the plants and revealing the
presence of certain chemical groups such as polyphenols, flavonoids, alkaloids, tannins,

etc.

Quantitative evaluation of photochemical compounds by the Folin-Ciocalteu method

showed a low amount of polyphenols for the two plants studied.

The determination of flavonoids by the in vitro aluminum trichloride method has been
studied using the reduction of the free radical DPPH. C.caeruleus essential oil showed
good antioxidant activity with an 1C50 of 0.0365 mg/ml, while C.caeruleus leaves
showed an activity of 0.76 mg/ml.The other extracts showed weak antioxidant activity.

The antibacterial effect of the extracts was evaluated by the agar diffusion technique.

Extracts of B.incrassatum and C.caeruleus showed antimicrobial activity against some
strains tested, with notable inhibitory activity against S.aureus and B.subtilis, with a

significant zone of inhibition of 32.2 mm and 20.4mm respectively.

Our phytochemical and biological study has demonstrated that these plants have

antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory potential.

Keywords: B.incrassatum, C.caeruleus, medicinal plants, antioxidant, antimicrobial
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Liste des abréviations :

= ug: Microgramme

=l : Microlitre

= AICI3 : Chlorure d ’aluminium

= ATB: Antibiotique

=  AUG % : pourcentage d’augmentation de [’cedeme
= B.A:Buniumaqueux

= B.M: Bunium méthanolique

= B.T :Buniumtige

= C.A:Carthamus Aqueux

= C.M: Carthamus Méthanolique

= C.F:Carthamus feuille

= C.T:Carthamustige

= °C: Degré Celsuis

= CMI: Concentration minimale inhibitrice
= DMSO : Dimethylsulfoxyd

= DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

= FeClI3:Chlorure de fer I

= G:gramme

= H: Heure

= Hcl : Acide chlorhydrique

= |, :D’iode

= |C 50 : Concentration inhibitrice & 50%

= INH% : pourcentage d’inhibition de [ 'eedéme

= Kl: Liodure de potassium



MeOH : méthanol

Mg : Milligramme

MH : Mueller Hinton agar ou bouillon

Min : Minutes

ml : Millilitre

Mm : Millimétre

MS : Matiere seche

Na,CO; : Carbonate de Sodium ou Carbonate de Soude
NaOH : Sodium hydroxide

R : Rendement

UGEqQAG [Mg : Microgramme d équivalent acide gallique par milligramme d’extrait

ugEq Q/Mg : Microgramme d’équivalent quercetine par milligramme d’extrait
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INTRODUCTION

Dans le temps anciens, I’homme comptait beaucoup sur les plantes et les herbes
car elle etait la premiére source de nourriture et de medecine, et cela gréce a sa relation

directe avec la nature (Hijjawi 2009).

Depuis lors, ’homme est connu pour traiter avec des herbes, il a donc li¢ les

plantes médicinales aux maladies qui les affligent (Hijjawi 2009).

La découverte des antibiotiques au début du XXe siecle a constitué une véritable

révolution pour le traitement des maladies infectieuses d’origine bactérienne

Cependant, I’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques a modifié
considérablement I’écologie microbienne et tend & faire augmenter le taux de bactéries

résistantes (Hijjawi 2009).

Face a ce phénoméne d’antibiorésistant, il apparait donc important d’orienter les
recherches vers de nouvelles voies telles les extraits de plantes médicinales pour servir

de base a I'obtention de nouveaux antibactériens (Kouadio et al., 2013).

C’est ce qui a conduit a la quantité de I’utilisation des plantes médicinales et des
herbes, en raison de disponibilit¢ de matériaux efficace et largement utilisés et il n’ya

pas d’effets secondaires sur la santé humaine (Magrab, 2020).

Les médicaments a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux
par rapport aux médicaments pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de
plus en plus intéressées par 1’étude ethnobotanique des plantes. L’ Afrique dispose d’une
diversit¢ importante de plantes médicinales (Didier et al., 2011). En Algérie est
reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart
existent a I’état spontané, ainsi que par ['utilisation populaire dans I'ensemble des
terroirs du pays. Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a
plusieurs familles botaniques, dont 15% d’endémiques, reste trés peu explorée sur le

plan phytochimique comme sur le plan pharmacologique (Bouzid et al., 2017).

De nos jours, les vertus thérapeutiques des plantes présentent un regain d’intérét
grace a l’amélioration des techniques extractives et aux progrés des méthodes

d’analyses structurales pour la découverte de nouveaux principes actifs (Mami et al.,.

2020).
16



INTRODUCTION

Les plantes constituent une source immense de molécules chimiques complexes
(métabolites secondaires), largement exploités dans les industries cosmétologiques,
agroalimentaires et pharmaceutiques. Parmi ces métabolites, on distingue les
terpénoides, les alcaloides et les polyphénols. Ces derniers et principalement les
flavonoides sont essentiellement connus pour leurs nombreuses activités biologigues,
parmi lesquelles : leur actions antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et

antimicrobienne (Mami et al,. 2020).

Dans le bassin méditerranéen, Carthamus caeruleus, appartenant a la famille des
Astéracées, est une plante utilisée pour ses propriétés cicatrisantes. Ses racines aident a
guérir les bralures et a traiter les maladies de la peau. Elles sont également utilisées
pour réduire I'inflammation des articulations et se sont révélées trés efficaces contre des
maladies telles que le syndrome du c6lon irritable chez les patients atteints de cancer
(Mami et al,. 2020). De plus, I'espéce Bunium incrassatum est une plante médicinale
d'importance économique croissante. Ses racines sont tres nutritives et sont utilisées

traditionnellement comme astringent et diurétique pour leurs vertus (Boukezata, 2014).

Dans le cadre de notre étude, nous avons étudié les caractéristiques de deux
plantes médicinales, Carthamus caeruleus L et Bunium incrassatum, par le biais
d'extractions hydro alcooliques (aqueuses et méthanoliques) ainsi que I'extraction des

huiles essentielles. De plus, nous avons effectué des tests sur les deux extraits :

> Criblage phytochimique pour la recherche et la révélation des

principaux groupes chimiques existant dans la plante étudiee.

> Dosage de polyphénols et flavonoides.
> Activité antioxydant par DPPH.

> Activité antibactérienne.

> Activité anti-inflammatoire

Notre recherche, intitulée "L’activité biologique des extraits des deux plantes

médicinales aux régions de Médéa", est divisée en deux parties distinctes :

La premiére partie est synthese bibliographie contient deux chapitre, est un
apercu bibliographique sur I’étude ethnobotanique de 1’espéce choisie et les métabolites

secondaires et leurs méthodes d'extraction et les activités biologiques.
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La deuxiéeme partie est principalement dédiée a la description détaillée des
méthodes expérimentales employées lors de la préparation des extraits vegétaux, ainsi
que des tests photochimiques(analyse qualitative et quantitative) et I'évaluation des

activités biologiques (activité antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire).

Une chapitre qui résume les résultats des tests phytochimiques et biologigques ainsi

que leur discutions.

Notre manuscrit est ponctué d’une conclusion générale, une liste des références

bibliographiques.
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Chapitre | : Les plantes médicinales

I.1.La phytothérapie
L.1.1.Définition

La phytothérapie provient du grec; il est composé de deux
mots : « phyto »signifient plantes et « thérapie »signifient traitement .L’association de
deux mots signifient donc le traitement par les plantes (BABA AISSA, 2000).

Elle repose en partie sur une pratique traditionnelle fondée sur [I'utilisation
ancestrale et locale des plantes ; les plantes médicinales renferment de nombreux actifs
(plus de 250) qui ont des activités thérapeutiques complémentaires ou synergiques .Ces
actifs ont été étudiés et des produits chimiquement peuvent étre incorporés nos jours

dans de nombreux médicaments (James, 1993)
I.1.2.Les différents types de la phytothérapie
Il existe plusieurs types de phytothérapie :
v Herboristerie:C’est la méthode la plus ancienne qui consiste a utiliser la

plante entiere ou une partie fraiche ou séchée. La préparation se repose sur des
méthodes simples (décoction ; macération) le plus souvent dans I'eau .Ces
préparations existantes aussi sous formes plus modernes (gélule, poudre)
(strang ,2006).

v Aromathérapie :L'utilisation médicinale des extraits aromatiques des plantes,

ce terme provient du latin «aroma » signifie odeur et du grec « thérapeia »

signifie traitement. Il s’agit donc de soigner par les huiles essentielles

(Bonnafous, 2013).

v' Homéopathie : ce terme vient du grec « homoios »qui veut dire similaire et

« Pathos » qui veut dire maladie, donc se repose sur le principe de similitude.
Traiter une personne seine a des symptomes semblables a ceux d’une personne

affectée (Anonyme, 2013).

v Phytothérapie pharmaceutique : utilisation des produits d’origine végétale

obtenue par extraction et qui sont diluées dans différents solvants ; ces extraits

sont dosés puis transformés sous forme sirop, goutte, gélule (strang ,2006).
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L 2.plantes médicinales :

1.2.1.Définition :
Les plantes médicinales sont toute plantes possedent des propriétés agissant sur

I’organisme humain ou animal de fagon, bénéfique. Les plantes médicinales sont
utilisées en médecine naturelle. Généralement; seule une partie de la plante est utilisée,
que ce soit le bulbe; les racines; les feuilles; les graines; les fruits ou les fleurs, pour
prévenir, soigner ou soulager divers maux (Cavin, 1999). Elle contient de répondre a un
besoin important malgré I’influence croissante du systeme sanitaire moderne (Fouché
et Hamabuché, 2000).

I.3.L’espéce Bunium incrassatum :
1.3.1.La famille des Apiaceae :

La famille des apiaceae, anciennement appelées ombelliferes (umlelliferae); est

une famille des plantes Magnoliopsida (dicotylédones) (Daroui ,Mokaddem,2012).

C’est une famille trés homogeéne facile a reconnaitre son inflorescence en
ombelles composées. Mais les especes de cette famille sont assez difficiles a

différencier les unes des autres (Deysson, 1979).

Les plantes de la famille des Apiacées sont des végétaux herbacés, des arbres et
des arbustes qui sont soit bisannuelles, annuelles ou vivaces ; il présente une tige

cannelée et noueus (Heywood, 1996).
1.3.2.Nomenclature :

Bunium Incrassatum est une plante médicinale de la famille des ombelliferes
(Apiaceae), est largement distribuée dans lest de I'Algérie et appelé communément
"Talghouda". C’est une plante d'importance économique croissante. Les racines de cette

plante sont trés nutritives (Boukezata, 2014). Dupont
eNom botanique : Bunium incrassatum (Boiss) Batt. et Trab.
eNom vernaculaire : Tanghouda / Talghouda.
esynonymes : Bunium bulbocastanum, Bunium pachypodum.
eFamille botanique : Apiacées
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1.3.3. Description botanique :

Plante vivace ; herbacée ayant des rayons des ombelles et des ombellules restant

gréles, de 5 a 7 cmde large ; les fruits sont rétrécis au sommet a méricarpes contigus et

sont4 a5 fois plus longs; les tiges sont gréles de 10 a 50 cm d’auteur et les feuilles sont

bipennatiséquées, a segments linéaires ou linéaires lancéolés (Quezel et Santa,1963).

| " !Trrtm!

&

Figure 1: Talghouda (Bunium incrassatum) [site web ]

1.3.4. Position systématique
Tableau 1: La classification de cette plante est comme suit (Quezel et Santa,1963)

Regne Plante

Sous regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Dilleniida

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Bunium

Espéce Bunium incrassatum
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1.3.5.Répartition géographique :

Les Apiacées comprennent environ 3000 espéeces se répartissant dans toutes les
régions tempérées mais surtout dans I’hémisphére Nord (Dupont et
Guignard,2007).Figure 2

- Présent

Figure 2: Répartition géographique mondiale des Apiacées (Bouderdara, 2013).
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Figure 3: Distribution de Bunium incrassatum (Talghouda) dans le nord-africain
(algeria). [site web]
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1.3.6 - Composition chimique :

Une étude phytochimique sur la plante médicinale B. incrassatum a montré
quelle comporte les composés suivants : saccharose, scopolétine, scoparone et [3-
sitostérol(Boukezata, 2014). D’apres (El kolli et al., 2017), qui ont réalisé une étude
sur la composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne de Bunium
incrassatum, 31 composés sont identifiés, dont les composants les plus abondants sont
les terpenes et leurs dérivés, le lacide palmétique, loxyde de caryophylléne, le B-
eudesmol, le n-pentacosane, le 10-épi-a-muurolol, 1’hedycaryol et le spathulénol
(tableaul ).

Tableau 2: Composition chimique de Bunium incrassatum (Huiles essentielles) (El
kolli et al., 2017)

Composé % Composé %
Carvacrol 0.76 Carvone 0.71
B-élémene 0.28 Humuléne époxyde-1-api eudésmol 1.85
(B)caryophylléne 2.62 10-api-cc-muurolol 4.36
(E)-B-farnésene 0.25 [ -eudesmol 13.95
a-humuléne 0.31 Apiol 0.94
Y-muuroléne 0.67 c-bisabolol 2.11
d-germacrene 0.55 Apritone 2.98
a-muuriléne 0.27 Acide myristique 2.4
B-bisaboléne 0.48 6,10,14-Trimethylpentadecan-2-one 1.61
B-sesquiphellandréne 0.65 Acide pentadécanoique 1.8
1-endo-bourbonanol 2.43 Acide palmétique 18.39
B-calacorene 0.66 Acide linoléique 1.09
Hedycaryol 4.14 n-tricosane 1.35
Spathulénol 4.04 n-pentacosane 5.13
Oxyde de caryophylléne 17.36

1.3.7.Intéréts thérapeutiques :
La plante est utilisée depuis longtemps dans I’alimentation et la médecine

traditionnelle dans le monde entier en raison de ses racines trés nutritives. Par ailleurs,
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la poudre de la tubéreuse peut étre utilisée comme anti-diarrhée hémorroide, astringent

ou anti-inflammatoire.

Ils servent aussi a traiter la bronchite et la toux selon les guérisseurs traditionnels,
la plante est également utilisée pour la prise de poids, la production de lait chez certains
animaux domestiques et pour la régulation des sécrétions glandulaire, en particulier la
glande thyroide (Jassbi et al.,2005).

I.4. La plante de Carthamus caeruleus :

1.4.1 .La famille des Asteracées :
La famille des Astéracées (anciennement appelée composées ou synanthérées)

comprend de 1500 genres et prés de 26000 especes, dont 750 especes endémiques.

C’est une famille trés importante dans le régne végétal. Elle est présente dans
toutes les régions du monde, principalement dans les régions tempérées, a ’exception
des pdles, ou elle contient sur notre territoire 408 espéces organisées en 109 genres
(Quezel et Santa ,1963 ;Barkely et al., 2006).

Les plantes composées peuvent étre annuelles, bisannuelles, ou vivaces. Il y a
principalement des vivaces et & feuilles alternes. Pour la plupart, les Astéracées sont des
plantes herbacées, mais elles sont aussi représentées sont par des arbres, des arbustes ou

des vignes, et des certains sont aussi des succulentes (Barkely et al ;2006).

1.4.2.Nomenclature :

Nom vernaculaire francais : Carduncelle bleue.
Nom vernaculaire bebere :Amresgous, Arviv n taga,Immerzezig.

Nom vernaculaire arabe :Musgousse ,Mortgousse, Emar gosgos.(Bot et linn, 2009).

1.4.3.Description botanique :
L’espece Carthamus caeruleus qui fait I’objet de notre étude est connue ¢galement

sous le nom de cardoncelle bleue appartient a la famille des astéracées (Bowles,

2010).C’est une herbe annuelle ou bisannuelle qui posseéde :

v Unrhizome qu’est composé de racine principale qui évolue horizontalement
et des racines secondaires sortent de racine principale évoluent

verticalement (Freire, 2004).
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v’ Tige ascendante simple ou trés peu rameuse, glabre, dressée et velue (haute de 20 a
60 cm) (Mioulane, 2004).

v’ Les feuilles sont coriaces et luisantes, les supérieures sont fortement dentées et

piquantes.

v L’inflorescence se présente sous forme d’un capitule dont les fleurs sont bleues, en
capitules terminaux solitaires, Sa période de floraison s’¢tale de mai a juillet

(Mioulane, 2004).

v Les fruits du Carthamus caeruleus sont des akenes (Bowles et al., 2010).

Figure 4: la plantes Carthamus caeruleus [site web]

1.4.4.Position systématique :

Tableau 3: La classification de cette plante est connue suit :(Saffidine, 2015).

Taxonomie Description
Régne Plantae
Embranchement Spermaphites
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Carduoideae
Groupe Cardueae
Sous groupe Centaureinae
Genre Carthamus
Espéce Carthamus caeruleus
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1.4.5. Habitat et répartition géographique :
C’est une espece rare qui pousse sur 'humus et les soles l€gers, en chemins entre

tenir, graveurs sur bois, champ et jardine (Pastrikos, 2018).Pour conséquent, cette
espece préfere les endroits ensoleillés du bassin méditerranéen. Elle est du sud-ouest de
I’Asie mais aussi en Afrique du nord (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye) avec I’ Australie,
I’Amérique du nord et I'Europe (Gréce, Italie, France, Portugal, Espagne) (Mioulane,
2004),(Boullard, 2001).

En Algérie, il répartit dans les zones cotiéres méditerranéennes (Tipaza, Annaba,
Bejaia, sidi belabes et les hauts plateaux de Sétif). Cette espece est également collectée

a Bouira, tizi-ouzou, telemcen et boumerdes (Benhamou et Fazouane, 2013).

v
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Figure 5: Répartition de Carthamus caeruleus L. dans le monde (Boumerfeg, 2014).

1.4.6.Composition phytochimique des racines et feuilles de Carthamus caeruleus :

Tableau 4: Tests phytochimiques des racines et feuilles de Carthamus caeruleus (
Allouache et Ghernoub, 2017)

Substances Racines Feuilles
Polyphénols totaux + +++
Flavonoides + +++
Tanins condensés + ++
Huiles essentielles +++ ++

(+) : faible présence de substance ; (++) : moyenne présence de substance ; (+++) : forte
présence de substance
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1.4.7.Intérét biologique:

La racine de Carthamus caeruleus sous forme semi-solide est largement utilisee
pour soigner les bralures dans les régions de Boumerdes, Tlemcen, Tizi Ouzou et Sétif.
Ce dernier est fabriqué a partir de racines pré-nettoyées et épluchées puis bouillies dans
du lait ou de l'eau, Ecrasé et extraire le liquide qui sera ensuite réduit en pommade et
applicable sur la bralure (Dahmani, 2019).
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Chapitre 11 : Les métabolites secondaire

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de 'homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composes qui interviennent dans
Ilensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans l'organisme. On
distingue ainsi deux groupes de meétabolites : les métabolites primaires et les

métabolites secondaires (Hartmann, 2007).

» Meétabolites primaires :

Métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de lorganisme d'une plante pour y assurer sa survie. 1ls sont classés en quatre
grandes catégories : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques
(Whetstone et al., 1997)

11.1.Définition des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la photosynthese,
mais sont synthétisés a partir de métabolites primaires. Ils ont une répartition limitée au
niveau des plantes et sont produits dans un organe ou tissu spécifique. lls sont
emmagasinés surtout dans les vacuoles. lls jouent un réle important dans la survie des
plantes en fournissant une protection contre les animaux herbivores et contre les
maladies, mais ne sont pas essentielles pour la croissance et le développement de base
des plantes(Nabors 2008 ; Raven, Evert et Eichhom 2014) .Les trois classes
principales de métabolites secondaires chez les plantes sont les alcaloides, les

terpénoides et les substances phénoligques.

Métabolites secondaires jouent un role primordial dans les relations entre le végétal et
son milieu : ils assurent, par exemple, une défense contre des compétiteurs, des
herbivores ou des agents pathogenes, ou encore permettent d'attirer les pollinisateurs en

déterminant la coloration des pétales des fleurs (Journal officiel, 2013).

11.2. Classification des métabolites secondaires :

La classification des métabolites secondaires est basée sur : la structure chimique, la
composition, leur solubilité dans divers solvants ou leur voie de synthese. Le systéeme de

classification principal comprend trois grandes classes :
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» lesalcaloides (Les composés azotés).
» les terpénes (isoprénoides).
» Les composés phénoliques (polyphénols).

Pour chaque classe nous trouvons des sous-classes avec une complexité dans la

structure (Justin et al., 2014).

11.2.1. Les alcaloides :

Unalcaloide est un composé organique naturel, hétérocyclique et comprend une base
d’azote, plus ou moins basique, de structure moléculaire complexe et doué de
propriétés pharmacologiques prononcées méme a faible dose. La plupart des

alcaloides sont tres toxiques a fort dose (Donatien, 2009).

O CHs
HSC \NJINI>
O)\ITI N/

CHs

Figure 6: Les alcaloides [site web]

On distingue trois classes d’alcaloides.
e Alcaloides vrais, exemple : hyoscyamine.
e Pseudo-alcaloides, exemple : conine.

e Proto-alcaloides, sont des amines simples, exemple : cathionone (Bruneton,
1999).

11.2.2.Les terpénoides (isoprénoides) :

Les terpénes sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, dérivés de
I’isopréne (CsHg), et entrant dans la composition des huiles essentielles (Paduch et

al., 2007).
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O

O
H

Figure 7: Les terpénoides [site web]

11.2.3.Composés phénoliques :

Le terme composé phénolique ou «polyphénols » comprend un large groupe de

substances vegétales avec plus de 8000 composés phenoliques actuellement.

Les composés phénoliques présentent une vaste classe de substance organique
cycligue qui dérive du phénol C¢HsOH. sont présents dans toutes les parties des
végétaux et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, ils sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasoconstrictrice, Anti-inflammatoire, inhibitrice enzymatique, antioxydants et

antimicrobiens (D je mai 2008 ; walton et Brow, 1999).

11.2.3.1. Classification des composés phénoliques :
» Les acides phénoliques :

On distingue deux principales classes d'acide phénolique ; les dérivés de l'acide
benzoique (Figure 08) et les dérivés de l'acide cinnamique (Figure 09). La concentration
de l'acide hydroxybenzoique est généralement tres faible chez les végétaux comestibles.

Ces dérives sont assez rares dans l'alimentation humaine par contre ceux d'acides
hydroxycinnamiques sont tres présents (Belaiche, 1979).
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OH oH

Figure 9: l'acide benzoique Figure 8: l'acide cinnamique

» Lesstilbénes

Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans l'alimentation humaine, parmi
ces composés on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans certaines

plantes médicinales, lexemple le trans-resveratrol (Fleuriet et al., 2005).

Ensanté humaine, 1’étude des stilbénes touche de nombreux domaines, avec entre

autre des propriétés anticancéreuses (Sirerol et al., 2015).

OH

HO N

OH

Figure 10: Les stilbenes [site web]
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> Les coumarines

Sont des composés aromatiques naturels, elles sont bénéfiques en cas d’affection

cutanée (Gonzélez et al., 2015).

0.0

Y/

Figure 11: Structure des coumarines [site web]

> Les flavonoides :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux
qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. On les trouve dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou
comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Guignard, 1996). Le
terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels polyphénoliques.
On distingue différents types de noyaux : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols,
flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones, isoflavones, isoflavonols,
isoflavanes, ptérocarpanes, coumaronochromones, 3-arylcoumarines, coumestanes,
roténoides etc (Stockigt et al., 2002).
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N
7

Figurel2: Les flavonoides [site web]

» Saponines :

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires,
abondamment trouvés dans certaines familles du regne végétal. lls sont principalement
produits par les plantes supérieures, mais aussi par des animaux marins inférieurs et
quelques bactéries. Leur nom provient du latin Sapo signifiant "savon" en raison de
leurs propriétés a former des solutions moussantes en présence d'eau. Ce sont des
hétérosides de poids moléculaire élevé qui se composent d’une partie lipophile,
l’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique. Cette combinaison
d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique leur

comportement moussant en solution aqueuse (Wallace, 2004).
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Figure 13: Les saponines [site web]

» Les anthocyanes :

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui

regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard, 1996). Les
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anthocyanines sont des flavonoides porteurs d'une charge sur l'oxygene de
I'hétorocycles C. La structure de base des anthocyanines est caractérisée par un noyau

"flavon" généralement glucosylé en position C3 (Ribereau, 1968). Ces molécules
faisant partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, sont

des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Harbone,
1967 ; Brouillard, 1986).

OH

OH

OH

Figure 14:Les anthocyanes [site web]

» Tanins :

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. Les tanins
sont des molécules fortement hydroxyles et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu'ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant

ainsi la digestibilité des aliments. lls peuvent étre lies a la cellulose et aux nombreux
éléments minéraux (Alkurd et al., 2008).

En général, ils sont divisés selon la structure chimique, le poids moléculaire, la
solubilité dans I'eau en deux catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Bernays, 1989).
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Figure 15: les tanins [site web]

Tableau 5: Propriétés biologiques des quelques poly phénols dans 1’organisme

(Francois, 2010).

Polyphénols Propriétés biologiques
Acides phénols (cinnamiques et Antibactériennes, antiulcéreuses,
benzoiques) antiparasitaires antifongiques, antioxydants
Protectrices vasculaires, anti-inflammatoires,
antiparasitaires analgésiques et an ti-
Coumarines

cedémateuses

Flavonoides

Anti-tumorales, antiparasitaires, vasodilatoires,
antibactériennes, anti carcinogénes,
antiinflammatoires, analgésiques, hypotenseurs,
antivirales, diurétiques, ostéogene, antioxydants,
anti-atherogéniques, antithrombotique,

antiallergique

Saponines

Anti-tumorale, anti-cancérig éne,...

Anthocyanes

Protectrices capillaro-veineux, antioxydant

Tannins galliques et catéchiques

Antioxydants.
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11.2.4. Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont liquides, volatiles, transparentes, rarement colorées et
solubles dans les lipides et les solvants organiques, de densité généralement inférieure a
celle de l'eau. lls peuvent étre synthétisés par tous les organes d'une plante, a savoir les
bourgeons, les fleurs, les feuilles, les tiges, les rameaux, les graines, les fruits, les
racines, le bois ou I'écorce, et sont stockés dans les cellules sécrétoires, les cavités, les
conduits, les cellules épidermiques ou les trichromates glandulaires (Filomena et al.,
2013).

La plupart des composants des HES sont inclus dans deux groupes : les terpenoides et
les phénylpropanoides mais ces derniers sont moins fréquents par rapport aux

terpenoides.

Les huiles essentielles sont des composés complexes, ils peuvent contenir jusqua

environ 100 composants (Halldor, 2011).

I1.2.5. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles (HE) :

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles, les principales
sont basées sur ’entrainement a la vapeur, I’expression, la solubilité et la volatilité. Le
choix de la méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiere
végétale a traiter (Smate Abdoul 2001).

La macération

L’expression a froid

L’extraction par solvants

L’enfleurage

L’hydro distillation

L’extraction au dioxyde de carbone (CO2) et au CO2 supercritique

La turbo distillation et la distillation & la vapeur (Hanif et al., 2019).
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11.2.5.1.Extraction par entraine ment a la vapeur d’eau :

C’est 'une des méthodes officielles pour I'obtention des HE (Figure 16)
(Pharmacopée Européenne, 2007). Dans ce syst¢éme d’extraction, le matériel végétal
est soumis a I'action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs
saturées en composés volatils sont condensées puis décantées dans I’essencier, avant
d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE). L’absence de
contact direct entre I’eau et la matiére végétale, puis entre ’eau et les molécules
aromatiques, évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a
la qualité de I’huile. De plus, le parfumde I’HE obtenue est plus délicat et la distillation,

réguliére et plus rapide, fait que les notes de téte sont riches en esters (Raaman, 2006).

Condenseur
l v
]
Reacteur
- * %
* %
Matiere b * *** *
végétale * : * X ,
* ** «—— Huile essentiel
' 44— Hydrolat
Cohobe
v
Vase florentm
Chaudiere

Figurel6: principe schématisé de I'extraction par entrainement a la vapeur (EVE)

11.2.5.2. Macération :

La macération est une opération qui consiste a laisser tremper une certaine
quantité de plantes séches ou fraiche dans un liquide (eau , alcool, huile ou méme du
vin) pendant 12 a 18 heures pour les parties les plus délicates (fleures et feuilles) de 18 a
24 heures pour les parties dure, puis laisser a température ambiante .Avant de boire I
faut bien de filtrer. Cette méthodes est particuliérement indiquée pour les plantes riches
en huiles essentielles et permet de ptofiter pleinement des vitamines et minéraux

qu’elles contiennent (Khetouta, 1987).
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Figure 17: Extraction par Macération

11.2.5.3. Hydro-distillation :

Il s’agit de la méthode la plus simple et, de ce fait la plus anciennement utilisée.
La matiére végétale est immergée dans un alambic rempli d’eau, placé sur une source de
chaleur, le tout est ensuite porté a I'ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant et I’HE se sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’huile

essentielle étant plus I€gere que I’eau, elle surnage au-dessus de 1’hydrolysat (Figure).

En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines

molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).
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Figure18:Principe de la technique d’hydro distillation (Distillation simple) (Lucchesi,

2005).
Chauffe ballon Entrée et sortie d’eau
Ballon Erlenmeyer
Thermometre Matiére a extraire I’essence
Réfrigérant La couche d’huile essenticlle

11.2.5.4.1’extraction a froid :

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes
dont TI'écorce des fruits comporte des proches sécrétrices d’essences. Ce proceédé
consiste a broyer ; a ’aide de presses, les zestes frais pour détruire les proches afin de
libérer I'essence, le produit ainsi obtenu est appelé essence, car il n’a subi aucune

modification chimique (Roux, 2008).
11.2.5.5.Extraction par des solvants :

I1s’agit d’extrait des plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane et
éther de pétrole), mais aussi de graisses, des huiles (absorption des composés volatils

lipophiles par les corps gras). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que

I’eau.
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Apres distillation de I’alcool ; le produit obtenu est appelé «absolu», et sa composition
se rapproche de celle d’une huile essentielle. L’extraction a I’aide de solvants

organiques pose le probléeme de toxicité et de solvants résiduels (Hernandez, 2005).

11.3.les activités biologiques des métabolites secondaires :
11.3.1.Activité antioxydant :

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’especes
radicalaires (ou réactives) de ’oxygene (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes.
Les ERO ont longtemps été considérées comme des sous-produits toxiques du
métabolisme normal de l'oxygene et impliquées dans de nombreuses pathologies.
Cependant, depuis plusieurs années, la production contrlée de radicaux apparait
comme un mécanisme essentiel de la signalisation cellulaire qui participe au maintien
de 'homéostasie de la cellule (Camille et Mireille, 2011).

Les resultats obtenus par (el koli et al., 2017)de Tactivité antioxydante des extraits
montré que l'extrait méthanolique possede un effet antiradicalaire contre le DPPH
¢levé. De nombreuses études sur lactivité antioxydante d'une grande variété de 1 huile
essentielle de B.incrassatum ont montré que cette activité est liee a la composition
chimique. Cependant, la présence de certaines molécules (méme minoritaires) telles que
le carvacrol et le thymol (B.incrassatum en contient (1,41%) a été trouvée pour attribuer
un haut degré de propriété antioxydante par synergie contre les radicaux libres (Lu et
al., 2001 ;Griffin et al.,1999) et ils ont été trouvés comme de forts réducteurs de DPPH

et inhibiteurs de la peroxydation lipidique.

Dans les travaux de (Dahmani, 2018), le teste de DPPH réalisé sur I’extraits de
Carthamus caeruleus, a révélé que I’extrait méthanolique avait signalé un meilleur
résultat comparativement aux résultats obtenus lors de traitement avec Iacide
ascorbique. Un fort pouvoir antiradicalaire est noté pour I’extrait polyphénolique
relativement élevée lié¢ a la concentration de I’extrait. Ainsi que le test de DPPH est le
plus fiable pour I’extraction polyphénolique. Par ailleurs, les travaux de (Bellabes,
2018). se sont focalisés sur les propriétés antioxydantes des huiles essentielles et des
extraits d'hydrolat (obtenu par entrainement a la vapeur), par [’utilisation de trois
méthodes différentes : l'activité de piégeage radicalaire (DPPH), L’auteur a utilisé une

solution éthanolique et différentes concentrations des huiles essentielles et des extraits
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d’hydrolat avec le BHT comme control positif et 1’éthanol pur comme control négatif.
Ce test a montré que les huiles essentielles ont la capacité de réduire le radical DPPH a
70% lorsqu’on les utilise a des concentrations faibles. Les extraits d’hydro lats
présentent des activités de piégeage des radicaux les plus élevées IC 50 a (50.3%) avec

des concentrations plus faibles et de valeur (2,6 mg/L)

11.3.2.Activité antimicrobienne :

Face au probleme posé par les résistances des microorganismes aux antibiotiques
classiques, il y a un besoin impérieux de renouvellement constant des principes actifs.
Ces molécules recherchées doivent posséder diverses autres propriétés chimiques et
utiliser de nouveaux mécanismes d’action contre ces microbes pathogénes I1 est
essentiel de procéder a I'évaluation des activités antimicrobiennes de ces plantes est
nécessaire afin d'améliorer les prescriptions pour les tradipraticiens. Et aussi pour
contribuer au développement des plantes médicinales, en mettant enavant leur potentiel

thérapeutique dans la lutte contre les infections microbiennes (Koffi et al., 2013).

Lors de I’évaluation de Plactivité antibactérienne de I’extrait hydro-méthanolique,
hydro-éthanolique et les huiles essentielles de la partie racinaire de B.incrassatum a
différents dilutions contre des souches bactériennes, (GAGI et TOUBAL, 2018) ont
trouvé que ’effet de I’extrait hydro-éthanolique sur (P.aeruginosa, M.aureus,E.coli )est
supérieur aux effets des antibiotiques (amoxicilline et pénicilline). Ces résultats
indiquent que les extraits aqueux ; méthanolique et éthanolique de B.incrassatum ont eu

des effets positifs sur toutes les souches.

Selon l'étude menée par (Saffedine, 2015) I'évaluation de la sensibilité des
bactéries aux différentes fractions des extraits de racines et de feuilles de C.caeruleus a
révélg des effets antibactériens significatifs et variables. Les fractions organiques (Acl,
Bul) issues de I'extrait hydro-méthanolique, ainsique les fractions (Ac2, Bu2) issues de
l'extrait hydro-éthanolique et les fractions aqueuses ont montré une activité
antibactérienne, avec des variations entre les bactéries Gram+ et Gram-. Les extraits de

feuilles (AcF, AgF) ont présenté des effets différents de ceux des racines.

(Seffedine, 2015) a utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller
Hinton agar pour évaluer la sensibilit¢ des bactéries aux différentes fractions des
extraits des racines et de feuilles de C.caeruleus (in vitro). Les diameétres des zones
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d'inhibition autour des disques ont été mesurés en mm. Selon (Biyiti et al., 2004) un
extrait est considéré comme actif s'il produit une zone d'inhibition supérieure ou égale a
10 mm. Le test a été réalisé sur 12 souches bactériennes, comprenant des bactéries

Gram- et Gram+.

Staphylococcus aureus a montré une forte sensibilité aux fractions aqueuses Aql
et AgF, avec un diamétre d'inhibition de 20 mm pour les deux fractions. En revanche, la
fraction acétate d'éthyle Acl a montré une activité faible avec un diamétre d'inhibition
de 7 mm pour I'extrait racinaire. Escherichia coli et Enterococcus faecalis ont présenté
une activitt modérée avec des diametres d'inhibition de 10 mm et 11,5 mm
respectivement pour la fraction Acl de lextrait racinaire. La fraction acétate d'éthyle
(AcF) a montré une activité tres prononcée contre Escherichia coli avec un diamétre
d'inhibition de 23 mm. Les fractions organiques (Acl, Ac2, Bul et Bu2) des extraits
racinaires ont montré des activités significatives similaires contre Acinetobacter
baumanii et Bacillus cereus, avec des diametres d'inhibition respectifs de 20 mm et 15
mm. La fraction aqueuse (AgqF) a également montré une activité trés prononcée contre

Acinetobacter baumanii, avec un diamétre d'inhibition de 20 mm.

En revanche, aucune fraction d'extrait racinaire n'a montré d'efficacité contre Serratia
marcescens, Salmonella typhimurium, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae,
Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa, a l'exception de
la fraction AgF qui a montré un diametre d'inhibition de 10 mm contre Pseudomonas

aeruginosa.

11.3.3.Activité anti-inflammatoire :

La thérapeutique anti-inflammatoire repose généralement sur [utilisation de
médicaments synthétiques appelés anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), tels que
les corticoides. Bien que largement utilisés, ces médicaments peuvent entrainer des
effets secondaires graves, notamment une toxicité pour les reins et le systéme digestif
(Das, 2011).

Selon une étude phytochimique sur les tubercules de la plante Bunium

mauritanicum dont laguelle Lebouazid et Meziani (2020).
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Ont évalué I’activité anti-inflammatoire de cette derniére par la méthode de
dénaturation des protéines. Notamment, Ils ont trouvé que le pourcentage d'activité anti-
inflammatoire augmente avec l'augmentation des concentrations d'acide 2-acétique ou
d'extraits méthanoliques des parties étudiées (feuilles). Il apparait que lactivité anti-
inflammatoire est fortement dépendante de la concentration de [lextrait, plus la
concentration de lextrait est élevée, plus le pourcentage d'activité est élevé. Ce qui
montre que cette plante (Bunium mautinacum) de ce genre (Bunium) a un effet anti-

inflammatoire positif et significatif sur plusieurs types d’inflammation.

Plusieurs recherches rapportent que les racines de C. caeruleus possédent un effet
anti-inflammatoire. L’activité anti-inflammatoire des extraits peut s’expliquer par la
présence de composés polyphénoliques comme les tanins et les flavonoides (Gonzalez
etal.,, 2010). En effet, les chercheurs ont démontré que I’extrait méthanolique de
C.caeruleus est riche en flavonoides, ce qui explique leur efficacité contre I’cedéme. De
plus, de nombreuses études semblent indiquer que les polyphénols et les flavonoides
sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire par inhibition de
l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, (Garcia et al.,

2007) d’autres flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine(Kim et al., 2014).

L’expérience de Ferhat et Belhadi (2016), a été réalisée sur I'extrait aqueux
polyphénolique (obtenu par macération de la poudre des racines dans le méthanol) et la
fraction flavonoique de C.caeruleus comparé a un produit de référence (1’ indométacine).
Ils ont procédé a la constitution de 4 lots de 6 souris pour chacun, dont le poids corporel
est compris entre 19 et 29¢g. Le lot traité par ’extrait polyphénolique avait donné un
résultat de 81.39 % contre 64.17% pour le lot traité par la fraction flavonoique et

57.22% pour le lot traité par I’indométacine (lot référence)
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Chapitre Il: Matériels & Méthodes

Introduction

Notre travail a été effectué au niveau de laboratoire de biologie du département de
science de nature et de vie a I’université de DR YAHIA FARES OUZRA a Médéa, et
au ’entreprise de fabrication des produits pharmaceutiques SAIDAL (Médéa) dans la

période de Février a Juin 2023.

IL1.Objectif d’étude

Les objectifs de cette étude sont :

Préparations des extraits végétaux aqueux et méthanoliques de Bunium incrassatum et

Carthamus caeruleus.
Etude photochimique des extraits des plantes.

Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de chaque plante selon la méthode de

piégeage du radical libre DPPH.
Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque
Deétermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Evaluation in vivo de lactivité anti-inflammatoire des extraits végétaux par la technigque

de d’cedéme de la patte gauche de la sourie avec de le carragéenane.

IIL 2. Matériels :

II2.1.Matériels biologiques :
> Pour cette recherche on a sélectionnée deux plantes médicinales :

Bunium incrassatum (Talghouda) et Carthamus caeruleus (Magheres ghars).
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Bunium incrassatum

SES S .

Carthamus caeruleus

Figure 19: présentation des plantes étudiées Bunium incrassaturn et
Carthamus caeruleus (originale)

> Nous avons choisi comme modele expérimentale des sourie blanches pour tester

Iactivité anti-inflammatoire.

L’¢tude de I’activité anti-inflammatoire a porté sur des souris provenant de I’animalerie

de lentreprise de fabrication des produits pharmaceutiques SAIDAL (Médéa).

» Les souches antimicrobiennes :

Tableau 6: les souches bactériennes utilisées

Souches Gram Code
Bacillus subtilis Positive ATCC 6633
Staphylococus aureus Positive ATCC 6538
Staphylococcus Positive ATCC 12228
épidermidis
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Escherichia coli Négative ATCC8739

Salmonella thyphimurium Négative ATCC 14028

Tableau 7: les souches fongiques utilisées

Souches Code
Candida albicans ATCC 10231
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

IM2.2.Appareillages :

Clevenger.

Autoclave pour stérilisation des matériels et les milieux de culture.

Disque vierge pour I'antibiogramme de 8mm.

Four.

Densitometre.

Compteur des colonies automatique Scan 1200.

Agitateur magnétique (pour la préparation des milieux de culture et I'agitation des

solutions).

Etuve pour I'incubation des micro-organismes et pour séchage de filtrat.

Spectrophotomeétre UV-visible.

Pied a coulisse.

Ultrasons H-D.
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111.2.3.Produit consommables :

Eau distillée Méthanol (99.7%) NaOH (1-10%) | D’iodure de

potassium (K1)

Diiode (I2) Chlorure de Fer Il DPPH Folin-ciocalteau
(FeCl)

Acide ascorbique | Acide gallique AICk Na,CO 3

(Vitamine C).

M 2.4.Milieu de culture utilisé :

Le milieu de culture gélose Sabouraud.
Le milieu de culture Muller Hinton agar.

Le milieu de culture Muller Hinton bouillon.
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IIL 3.Méthodes :

Quamri
endel )

Hannacha
Oued Chorfa

Barbouche

Boufatis
Ouled Hellal

Medea
o

\Ouzera

Si Mahdjoub

Berrouaghia

Awlad Hamza

Boghar
Ksar El-Boukhari

Saneg

Ouled Brahim

Zoubiria

El Omaria

Sidi Naamane

Ouled Deide

Tlatet Edouair

Mefatha El Aouinet Ain Bf)ucif

Figure 20: Localisation des régions de récoltes Hannacha et El omaria (site web)
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Tableau 8: Les plantes sélectionnée, la date et la région de récolte

Plante Partie utilisé Région et date de Morphologie
récolte
Médéa
Bunium Tige et Racine (Hannacha)
incrassatum .
crassatu Avril 2023
Médéa
Carthamus Feuille, tige et (El omaria)
caeruleus racine .
Avril 2023
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I 3.1.Préparation des extraits :

Séchage :

A T'abride la lumi¢re du soleil et a température ambiante pendant 20jours

1 |

Broyage mécanique :

Obtention d’une poudre fine

[ Pesée ]

Extraction a froid Extraction a chaud
[ Extraction

(Hydro-alcoolique)

(Hydro-distillation)

Dosage des Evaluation de Evaluation de Evaluation de
COMposes lactivité lactivité I’ activité anti-
phen0||q ues antloxydante antimicrobienne inflammatoire

Figure 21: schéma illustrant la démarche expérimentale suivie dans cette étude
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I 3.2.Préparation du matériel vegétal :

v’ Séchage : les deux plantes étudiées, sont rincée ensuite séchée a ’'ombre dans

un endroit sec et aéré pendant 20 jours.

v Broyage : les deux plantes ont été broyées a fin d’obtenir une poudre .

Séchage

Broyage

Poudre végétale

IM3.3.Détermination de la matiére séche :

Principe :La matiére séche s’agit d’un résidu sec résultant de la déshydratation

(élimination de I'eau) d’un produit. Elle est déterminée par séchage a I'étuve de

I’échantillon par I’application de la méthode décrite ci-apres.

e Protocole

masse (m) de cet échantillon.

constante de celui-ci.

(Mo).
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Mettre une prise d’essai dans un creuset en porcelaine séche et tarée (tare t), peser la

Renfermer I’échantillon dans I'étuve a 105°C, jusqu’ a l’obtention d’une masse

Laisser I’échantillon se refroidir dans un dessiccateur et peser I’ensemble de masse

La teneur en MS est donnée par la relation suivante :
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oM S= 100 x(mMO—mt)

Telque :

-m : masse d échantillon initiale.

-M, : masse de la matiere séche plus la tare.
-mt : la tare.

-MS% : pourcentage de la matiere seche (Hanni et Gheraba, 2016).

M 3.4. Détermination de la matiére minérale :

e Principe

Tous matériaux ne contiennent pas des matieres organiques sont dites minérales.
Donc, afin d’obtenir la matiére minérale il faut éliminer la matiere organique
completement de 1’échantillon concerné et ca se fait par calcination de cet échantillon

dans un four, en suivant le protocole ci-dessous.
e Protocole

v' Faire entrer I’échantillon sec obtenu dans le four a 550°C pendant 6 heures. Mettre

I’échantillon dans un dessiccateur pour se refroidir et peser 'ensemble de masse

(Mm).

v' Le pourcentage de la matiere minérale correspond au rapport du poids entre la

matiére minérale (Mwm) et la maticre séche (My) :

%MM= 10(();(M»:)—t)
-

Telque :

- MM : masse de la matiere minérale plus la tare.
-Mo : masse de la matiere séche plus la tare.

-t : latare.

-MM%b: pourcentage de la matiere minérale (Hanni et Gheraba, 2016).
55



Chapitre Il: Matériels & Méthodes

Figure 22: la matiere végétale avant et aprés l'incinération ( originale)

IL3.5.Cendres solubles et insolubles dans I’eau

e Principe :

Les cendres sont des résidus de la combustion, de I’incinération de diverses
matiéres organiques et minérales. Elles peuvent étre utiles dans certains aliments,

comme par exemple ; I’évaluation du contenu en fruits des confitures.
e Protocole

v Dissoudre la partie soluble des cendres totales dans un erlenmeyer contenant de I’eau

chaude.
v" Filtrer le contenu sur un papier filtre.
v Incinérer les résidus insolubles sur le papier filtre, afin de bruler le papier.
v" Peser les cendres insolubles.

v Le pourcentage des cendres solubles est déterminé en utilisant la formule :

. M dre —Mwi
%Cendres soluble et insoluble = ——" = % 100

Méchantillon

Telque :

-Mwmi: masse des cendres insolubles.
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I 3.6.Détermination de la matiére organique :

La matiere organique correspond a la différence entre la matiére seche et la masse des
cendres (matiére minérale). Elle est déterminée par la formule suivante (Hanni et
Gheraba, 2016).

%MO =100 - %Mm
Telque :

%MO : pourcentage de la matiére organique.

I 4. Screening phytochimique :
La réalisation des tests phytochimiques est de détecter les différentes familles des
métabolites secondaires existant dans les divers organes de la plante, par des réactions

quantitatives, caractéris¢ par la formation d’une coloration correspondant a la réaction.

> Préparation d’infusé :
L’infusé est préparé a partir de 5g de poudre (feuilles ou racines) dans 100 ml d’eau
bouillant dans un erlenmeyer. Aprés 15 min, le contenu est filtré pour avoir 100 ml
d’infusé a 5% (Hanni et Gheraba, 2016).

I[4.1. Détection de composés phénoliques et de tanins
Quelgues gouttes de chlorure de fer (I11) (FeClz) ont été ajoutées a 2 ml de I’infusé
préparé auparavant. L’apparition d’une coloration bleu-vert ou noir indique la présence

de phénols et de tanins dans 1’échantillon étudi¢ (Hanni et Gheraba, 2016).

I4.2. Détection de flavonoides :
Dans un tube a essai contenant une quantité d’infusé, quelques gouttes de solution
de '’hydroxyde de sodium (NaOH). La formation d’une coloration jaune intense, qui

devient incolore apres I’addition d’un acide dilué, réveéle la présence de flavonoides

(Hanni et Gheraba, 2016).

M4.3.Détection d’alcaloides :

e Solutiona analyser :

1g de poudre (racines ou feuilles) est ajoutée a 100 ml de méthanol, agitée ensuite

filtrée pour avoir 100 ml de solution a analyser (Hanni et Ghe raba, 2016).
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e Protocole :

La détection des alcaloides consiste & traiter la solution a analyser par une autre

solution formée par 0.16 g d’iodure de potassium (KI) et 0.015 g de diiode (I,) dans 10
ml d’eau. Une coloration rouge-brune indique que les alcaloides sont présents dans

I’échantillon a tester.

I[4.4. Saponosides :

e Solutiona analyser :

Elle est composée d’ 1 g de poudre (racines ou feuilles) dans 100 ml d’eau bouillon.
Apres 15 min, la solution est filtrée pour donner un décocté de 1% (Hanni et Gheraba,
2016).

e Protocole :

v 1,2,....,10 ml du décocté a 1% ont été déversés successivement dans 10 tubes a

essais.
v Le volume des 9 premiers tubes a été ajusté a 10 ml avec de I'eau distillée.

v Les tubes a essai sont agités dans le sens de la longueur pendant 15 secondes, puis

laissés au repos pendant 15 min.
v La hauteur de la mousse dans chaque tube est mesurée.

Remarque : le tube a essai dans lequel la hauteur de la mousse est de 1cm indique la

valeur de I’indice de mousse :
Indice de mousse =1000/N

N : numéro du tube dans lequel la hauteur de la mousse atteint 1cm (Hanni et
Gheraba, 2016).
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IIL5. Méthodes d’extraction:

II5.1. Extrait méthanolique :

Une quantité de 259 de poudre a été mise a macérer dans 250 ml de méthanol
aqueux (80/20%) sous agitation magnétique pendant 24h a une température ambiante.
La solution est ensuite filtrée sur un papier filtre, puis séchée a I'étuve a 40°C, les

extraits obtenus sont ensuite broyés a 1’aide d’un mortier puis conservé dans des boites

stériles jusqu’a leur utilisation.

Pesage de poudre Poudre+Méthanol/ED

Séchage a40°C Filtration

Stockage des extrais
Broyage

méthanoligues/Agueux

Figure 23: illustration des différentes étapes d’obtention des extraits phénoliques (originale)

m—— i et I ALV v s
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Une quantité de 10g de poudre a ét¢ mise a macérer dans 100 ml d’eau distillée
sous agitation magnétique pendant 24h a la température ambiante. La solution est
ensuite filtrée, puis séchée a I’étuve a 40°C, les extraits obtenus sont ensuite broyés a

I’aide d’un mortier puis conservé dans des boites stériles jusqu’a leur utilisation.

I[5.3. Extraction des huiles essentielles par hydro-distillation :

Les huiles essentielles sont des substances fragiles, rares et précieuses, obtenues
avec des rendements trés faibles, généralement de l'ordre de 1%. Parmi les différentes
meéthodes d'extraction des huiles essentielles, I'nydro-distillation est souvent citée (El
Haib, 2011).

e Principe :

L'application de chaleur provoque la rupture des cellules végétales, libérant ainsi
les molécules odorantes quelles renferment. Ces molécules aromatiques se mélangent
avec la vapeur d'eau, formant un azéotrope. Les vapeurs sont ensuite refroidies dans un
condenseur, permettant ainsi la séparation des huiles essentielles de l'eau en raison de
leur différence de densité (El Haib, 2011).

e Protocole

v/ 60g de poudre de racines de Carthamus caeruleus est Immergée dans un ballon

contenant 600ml d’cau distillée.
v' Le ballon est placé sur une source de chaleur.
v’ Le tout est porté a ébullition pendant 4 heures.

v’ Les vapeurs chargées d’huile ; en traversant un réfrigérant se condensent et se
distingue de I'’hydrolat (eau aromatique) par sa différence de densité et de couleur.
On la sépare de celui-ci par décantation. On a récupérée et conservée dans des
flacons de couleur brune, hermétiquement fermes et stockes dans un endroit frais

(4°C) a I’abri de la lumiere.
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Figure 24 : Montage d’extraction par hydro distillation (Clevenger) et I’huile
essentielle de Carthamus caeruleus (originale)

m5.4.Calcul du rendement :

Le rendement est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids de la plante a
traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

%R =7-x 100
Tels que :
R: le rendement en %.
m: la masse apreés séchage.
M la masse de la plante initiale

I5.5.Détermination des constantes physico chimiques :

> Indice de réfraction :
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La mesure de I'indice de réfraction des huiles essentielles a été effectuée a 1’aide d’un

réfractometre par lecture directe (Kaskoos, 2014).

e Mode opératoire :

v Apres avoir fait nettoyer le réfractometre et le diriger vers la lumiére, 2 ou 3 gouttes

d’huile essentielle ont été placées au milieu du prisme.

v' En regardant dans I'oculaire, le réglage a été ajusté en tournant les boutons de
réglage de I'indice de réfraction pour amener les zones sombres et éclairées au centre

du réticule.

v Etenfin la valeur de I’indice de réfraction a été prise par lecture directe.

I 6.Analyse quantitative :

I6.1. Dosage des polyphénols totaux :
» Principe :

Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacités réductrices des
complexes ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et
phosphotungstiques (réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques [90]. 11
en résulte la formation d’un complexe bleu qui accompagne I'oxydation des composés

phénoliques et qui est stabilisé par ’addition de carbonate de sodium(NaCO3).

Le dosage des phénols totaux est effectué par la comparaison de I'absorbance
observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue

(Singleton et Rossi, 1965).
» Mode opératoire

Le protocole utilisé est base sur celui décrit par (Singleton et Ross, 1965). Avec

quelgue modification.

Dans un tube a essai on met 0.2ml de chaque extrait convenablement dilué est
ajouté a 1ml du réactif de Folin-ciocalteux (1/9 dilué dans I'eau distillée) aprés 5 min

0.8ml d’une solution de carbonate de sodium (7.5 %) sont ajoutés, apres lheures
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d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est lue a 760 nm par un

spectrophotométre UV.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant ’acide gallique a différentes concentrations. La concentration
des polyphénols est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie avec lacide
gallique. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (png EAG/mg d’extrait).

200 pL de Iextrait phénolique + 1000 pL de réactif de Folin-ciocalteu

1l

Agitation puis laissé reposer 5 min

Ajouter 800 uL de Nap;CO3 a 7.5 % + Laisser reposer 60 min

Il

Mesure de 1’absorbance a 760nm

Figure 24: Protocole de dosage des polyphénols totaux
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Figure 25: Virage de couleur des extraits dans le dosage des polyphénols

I[6.2. Dosage des flavonoides :

» Principe :

La quantification du contenu flavonoides des différents organes de la plante est
estimée par la méthode du trichlorured’aluminium (AIC13) (Hanni et Gheraba, 2016).
Le principe de la méthode est basé sur I'oxydation des flavonoides par ce réactif
(AICI3), elle entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm. La
comparaison de I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon la quercétine de

concentration connue permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides.

» Mode opératoire

Le protocole utilisé est celui décrit par Ayoola.G. et Odugbemi T. O, dans des
tubes a essai, un volume de 1mL de AICI3 (2%) est rajouté a 1 ml de l'extrait de la plante
(solution méthanolique /aqueux), incuber 30 minutes a une température ambiante. On
observe un changement de couleur en jaune dont I'intensité dépend a la teneur en
flavonoides. La concentration sera déterminée en fonction de I'absorbance mesurée a
430 nm a I'aide d’un spectrophotométre et contre un blanc qui ne contient que le milieu

réactionnel (sans 1’échantillon).
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Les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg d’équivalent de quercétine par
gramme de matiere seche (mg EQ/g MS) ; en se référant a une courbe d’étalonnage

préalablement préparée avec la quercétine.

1000 pL de I'extrait phénolique +1000 pL d’AICI3 (2%) préparé a I’ instant

Agitation (passer au vortex) puis laissé reposer 10 min

Mesure de 1’absorbance a 430nm

Figure 26: Protocole de dosage des flavonoides totaux

Figure 27: Virage de couleur des extraits dans le dosage des flavonoides
(originale)
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I 7.Evaluation des activités biologiques :

II7.1.Activité antioxydante:
I7.1.1.Piégeage du radical DPPH :
» Principe :

Le test DPPH a été largement utilisé pour évaluer l'efficacité de piégeage des

radicaux libres de diverses substances antioxydantes (Knezevi¢ et al,.2011). Cette

< g “‘\> Antioxidant—H Antioxidante
\_/ ON_~_No; \-‘) o,NjZ)/No2

N |

/N N »"L\':: i ) N ~ N

(/: \ ° [ Sl H

l\\\-_,//'l NOZ \ / NO,

DPPH Radical (Blue) DPPH-H (Pale Yellow Color)
Asps = 517 nm | Aabs =517 nm

Figure 28: Réaction du piégeage du radical libre DPPH 2,2-diphényl-1-pycril-
hydrazyl parun antioxydant (Pisoschi, Cheregi et Danet, 2009)
méthode est basée sur la capacité des antioxydants a réduire le radical libre 2,2-
diphényl-1-pycril-hydrazyl, soit par un mécanisme de libération d’un atome
d’hydrogéne du groupement hydroxyle, soit par libération d’un électron. Le radical a un
maximum d’absorption mesurable par spectrophotométrie & 517 nm et sa neutralisation

par un antioxydant peut-étre facilement suivie par spectrophotométrie UV/vis (Afonso

etal,.2016).
» Mode opeératoire :

e Préparation de DPPH :

La détermination de I’activit¢ antiradicalaire par le test de DPPH a été effectuce
en utilisant la méthode décrite par (Guillouty, 2016) légerement modifiée. Une solution

méthanolique de DPPH" a été préparée en dissolvant 4 mg de ce produit dans 100 ml de

méthanol.
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Figure 29: Solution méthanolique de DPPH (Originale)

e  Préparation des extraits :

Les extraits méthanoliques et aqueux ont été dissous dans une solution de méthanol/

d’eau distillée.

Figure 30: les solutions préparer des extraits (Originale)

» Mode opératoire :

Un volume de 0.1ml de ch acune des solutions meéthanoliques des extraits testées (HE,
racines, feuilles et tiges) a différentes concentrations a été ajouté a 3.9 ml de la solution
méthanolique du DPPH fraichement préparée. Apres incubation a I’obscurité pendant
30 min et a température ambiante la lecture des absorbances a été effectuée a 517 nma

’aide d’un spectrophotometre.

67



Chapitre Il: Matériels & Méthodes

0.1 ml d’extrait de différentes dilutions + 3.9ml de la solution de méthanol de DPPH

1L

Agitation puis Laisser reposer 30 min a une température ambiante et a
I’obscurité

g

Lecture @ 517nm par un spectrophotometre UV-Visible

Figure 31: protocole de I’activité anti oxydante des extraits

Le pourcentage de I’activité antioxydante (AA%o)est donnée par la formule suivante :

AbsSC —AbsEssai

AA% =
AbsSC

x 100

Telque :
- AA: lactivité antioxydant.
- Abs : absorbance a longueur d’onde de 517nm (Benhaoua, 2016).
» Calcul des IC50 :
Pour chaque extrait ou standard de référence, une courbe de régression linéaire

(y = ax+tb) est établie afin de calculer I'IC50 qui permettra la caractérisation du pouvoir
antioxydant des extraits. L’IC50 étant la concentration de I'extrait ou du standard qui
permet la réduction de 50% de DPPH. Une faible valeur de I'IC50 indique une forte
activité antioxydant (Saffidine , 2015).
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Figure32: Virage de couleur des extraits dans I’activité antioxydant DPPH (originale)

M 7.2.Activité antimicrobienne :

L’¢tude de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur
disque (antibiogramme) pour tester la résistance et la sensibilité des souches aux extraits
aprés on a déterminé les valeurs de CMI sur milieu liquide.

IL7.2.1.Principe de ’antibiogramme :

La réalisation d’un antibiogramme consiste a la recherche de la sensibilité d’une
bactérie envers un nombre donné d’antibiotiques. Parmi les multiples méthodes
appliquées, celle dite de diffusion en milieu gélosé qui s’avere la plus utilisée pour la
réalisation d’un antibiogramme. Cela consiste a placer un disque de papier imprégné
d’antibiotique sur la gélose inoculée au préalable. L’antibiotique diffuse dans le milieu
en provoguant un gradient de concentration décroissant autour du disque (Carson,
Rilley et Bosque, 2002).

I 7.2.2.Préparation des milieux de culture :

Les bactéries ont été ensemencées sur des milieux de culture a base de gélose
Mueller Hinton, tandis que les levures ont été cultivées sur des milieux de culture & base
de gélose Sabouraud.
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I7.2.3.Préparation de I’extrait :
Les extraits hydro-alcooliques, aqueux et les huiles essentielles ont été solubilisés
dans le DMSO. Les tests antimicrobiens ont été réalisés en utilisant quatre

concentrations différentes : Sm, Dy ,Dy,Ds.

Figure 33: Préparation des extrais hydro-alcoolique, aqueux et des huile essentielle
(Originale)

M7.2.4.Activité antibactérienne :

e Préparation de I'inoculum :

A Tlaide d'une anse de platine 3 a 5 colonies bien isolées de chaque souche
bactérienne sont raclées. L’anse est déchargée dans des tubes contenant de Ieau
physiologique sterile a 0.9%, le contenu des tubes est mélangé pour obtenir une
suspension bactérienne bien homogénéisée avec une opacité équivalente de 0.5 Mc
Farland. Ce qui est traduit par une absorbance comprise entre 0.08 et 0.1 a 625 nm.

e Miseentest:

Un écouvillon est imprégné dans les tubes de suspension, puis essoré en pressant
contre les parois internes du tube, I’ensemencement est fait en stries serrés de haut en

bas pour avoir une tapie quicouvre toute la surface de la boite de pétrie.

Dans des conditions aseptiques, des disques de 9 mm de diametre sont
préalablement imbibés dans chaque concentration de ’extrait (hydro-alcoolique, aqueux
et de I’huile essentielle) dissous dans le DMSO et sont placés a ’aide d’une pince sur
les boites de pétri, a raison de 4 disques pour chaque boite. Le DMSO utilisé comme
étant un témoin négatif et I’antibiotique de référence amoxicillin a été utilis¢ comme

témoins positifs. Les boites de pétri sont par la suite incubées a 37°C pendant 24 h. Les
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diamétres des zones d’inhibition formées au tour des disques sont mesurés et enregistrés

a 'aide de pied a coulisse digital. L'expérience a été effectuée trois répétitions.

Préparation de Pextrait Préparation des

Distribution des disques
L, Ensemencement des
imbibés

boites

IM7.2.5.Activité antifongique :

L’activit¢ antifongique des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé cité par Sacchetti et ses collaborateurs (Sacchetti et al., 2005). Une ou
plusieurs colonies de chaque culture des levures aprés leur réactivation sont prélevées et
transférées dans des tubes contenant de I’eau physiologique afin d’avoir des suspensions
de 10° spores/ml pour les levures (Yazdani et al., 2012). Un prélévement & partir de cet

inoculum sert & ensemencer de nouvelles boites de Pétri contenant le milieu gélose
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Sabouraud par la technique d’écouvillonnage. Des disques whatman stériles de 9 mm de
diameétre sont imprégnés dans les différentes concentrations des différents extraits de
chaque partie des plantes étudiés (aqueuse, hydro-alcoolique et de I’huile essentielle)
dissous dans le DMSO, puis ils seront placés sur les boites pétri. Les différentes souches
ont été incubées 48 ha 37 °C, Le Chlorotétracycline et le DMSO ont été utilisés comme
controles positif et négatif respectivement. L’activité antifongique des différents extraits

a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition.

I7.2.6.Détermination de la concentration minimale inhibitrice :

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en extraits. Aprés incubation, I'observation de la gamme
permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la

plus faible concentration en extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne
» Technique de macro-dilution en milieu liquide :
e Préparation des extraits :

Les extraits hydro-alcoolique et aqueux des deux plantes et I'huile essentielle de

Carthamus caeruleus ont été dissous dans le DMSO.

e  Mode opératoire :

500 pL de I’extrait a tester sont placés dans un tube stérile contenant 4,5 mL de
milieu MHB. Une dilution en cascade est effectuée dans du milieu MHB.13 pL d’un
inoculum bactérien, de densité équivalente au standard 0,5 de Mac Farland, sont
déposés dans chacun des tubes de la gamme, lesquels sont ensuite placés a 37°C,
pendant 24 heures. Un témoin de la croissance bactérienne, pour lequel 13 pL de
I’inoculum standardisé ont ét¢ déposés dans du milieu MHB, est également réalisé

(Guinoiseau, 2010).
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Figure 34: Détermination de la concentration minimale inhibitrice en milieu
liquide (Originale)

IL7.3.L’activité anti-inflammatoire :
e Principe :
L’injection de carragéenane sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure des
rats entraine I’apparition d’un cedéme. L’intensit¢ de cet cedeme est évaluée grace a
I’augmentation du volume de la patte (par rapport au volume initial). L’inflammation
causée sera diminuée en présence de I'extrait ayant une activité anti-inflammatoire

(Winteretal., 1992) .

e Mode opératoire :

L’ cedémede la patte induit par le carraghénane chez les souris a été évaluée selon
la méthode d’Elion Itou et ses collaborateurs (2014). Dans cette étude, des groupes de
3souris (18-20g) sont formés. Au moment de I'expérimentation, peser les souris, les
repartir en deux lots homogenes et déterminer les volumes des pattes au temps To. Les

souries constituant le groupe tests sont traités par voie intrapéritonéal de I’extrait.

hydméthanolique de B.incrassatum et C.caeruleus aux dose de 500mg/ kg. 30min
apres, I'injection de 0.2 mL de la A-carraghénane a 1% a été effectuée par voie sous-
cutanée au niveau de ’aponévrose de la patte postérieure droitedes souries. Les souries
du groupe contréle positif sont traités avec 2 mL de Diclofénac par voie intrapéritonéal
30min avant I'injection intrapéritonéale de la carraghénane. Les souries du groupe
contrble négatif sont traités avec 2 mL de NaCl 0.9% par voie intrapéritonéal 30min
avant ’injection de la carraghénane. L’effet anti-inflammatoire a été évalué en mesurant
I’épisseur de I’cedéme de la patte ayant recu la carraghénane 1 % a 30min, 1h, 1h30min
a I’aide d’un pied a coulisse. Le pourcentage d’augmentation (% AUG) de I’cedéme est
calculé pour chaque groupe. Il est donné par la formule suivante :
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Dn—D 0 * 100
DO

% AUG =

Dn : diamétre de la patte la n®™ heure aprés I’injection de la carragéenane.
DO : diametre de la patte avant 1’injection de la carragéenane.

Le pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedéme est calculé pour chaque groupe traité

par rapport au lot témoin. 11 est obtenu par la formule suivante :

% AUGtémoin — % AUGtrait é * 100
% AUGtémoin

% INH =
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Mesure de diamétre de patte
de souri

L’injection de Diclofénac Mesure de diamétre de patte
de souri

- -
L’injection de ’extrait Mesure de diametre de
méthanolique patte de souri

Figure 35: les étapes de l'activité anti-inflammatoire (originale)
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Chapitre VI: Résultats et discussion

VI.1.Détermination de la composition chimique :

111.1.1.Détermination de matiére seche, minérale, organique,

cendres solubles et insolubles :
Les expérimentations menées sur B.incrassatum et C.caeruleus pour évaluer leur

composition en matiére seche, minérale, organique, ainsi que leurs cendres solubles et

insolubles ont abouti a des résultats qui sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau9:composition chimiue de B.incrassatum et C.caeruleus

Composition chimique | Echantillons Résultat

Matiere séche Carthamus caeruleus Racine 92.33%

Feuille 93.9%

Bunium incrassatum Racine 92.5%

Matieére minérale Carthamus caeruleus Racine 3.1%

Feuille 4.63%

Bunium incrassatum Racine 8%

Cendre soluble et | Carthamus caeruleus Racine 1.80%

insoluble .
Feuille 2.16 %
Bunium incrassatum Racine 7%
Matiére organique Carthamus caeruleus Racine 96.9%

Feuille 95.37%

Bunium incrassatum Racine 91.2%
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composition chimique
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Figure 36: Taux des compositions chimique de B.incrassatum et C.caeruleus

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 9 Et la figure 37, la plante
B.incrassatum présente une teneur en matiere seche de 92,5% dans ses racines, tandis
que pour la plante C.caeruleus, les feuilles affichent un taux de matiere seche de 93,9%

et les racines un taux de 92,33%.

En ce qui concerne la teneur en matiere minérale, les racines de B.incrassatum
contiennent 8% de matiére minérale, les racines de C.caeruleus 3,1% ,4.63% pour les

feuilles.

En outre, les résultats du test de la cendre soluble et insoluble, les racines de
B.incrassatum présentent une valeur de 7%, les racines de C.caeruleus ont une valeur
de 1.80% et les feuilles ont une valeur de 2.16%.

En ce qui concerne la matiére organique, les racines de B.incrassatum ont une teneur de
91,2%, tandis que les racines de C.caeruleus ont une teneur de 96,9% et les feuilles de

C. caeruleus une teneur de 95,37%.

Ces résultats permettent de quantifier les proportions de matiere minérale et organique

présentes dans les différentes parties des plantes étudiées. Ils fournissent des
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informations utiles pour comprendre la composition chimique et les caractéristiques des

extraits de ces plantes médicinales.

VI.1.2. Analyse qualitative de la composition chimique de deux

plantes étudiées :
Le criblage phytochimique nous a permis de caractériser différents groupes chimiques

présents dans les plantes, tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les

saponines, les alcaloides, etc.

Les tests de détection des groupes chimiques responsables des effets thérapeutiques
basés sur I’apparition des couleurs spécifiques pour chaque groupe ont fournis les

résultats représentés dans le tableaulO :

Tableau 10:Screening phytochimiue des extraits des plantes étudiées

Plante B.incrass | C.caeruleus
atum
Racine Racine | Feuille
iy
Polyphénol + + + = =
. E J

s et tanins '
Flavonoide + + +
Alcaloide - - +
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Saponoside - - +++

Test positive (+), Test négative ().

Les tests phytochimiques des racines séchées de B.incrassatum ont montrés une
richesse en polyphénols et tanins. Par contre les dérivés : Alcaloides et les saponosides

ont été testés négativement.

En ce qui concerne les feuilles de C.caeruleus, ils se sont révélé que les feuilles de la
plante sont caractérisées par une forte proportion des alcaloides, polyphénols et tanins,
flavonoides, saponosides. Pour les racines de C.caeruleus, soulemment les polyphénols
et tanins testés positivementpar contre les alcaloides et sapnosidesontété testés

négativement.

VI.2.Détermination de rendement des extraits de deux plantes

etudient :
L’estimation quantitative de rendement en pourcentage des extraits et des huiles

essentielles dans les différentes parties de B.incrassatum et C.caeruleus, est résumée

dans 1°histogrammes suivant (Figure 38 et Figure 39) :
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Figure 37:Présentation du rendement des extraits méthanolique et aqueux de
B.incrassatum et C.caeruleus.
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Figure 38 Présentation du rendement de 1’huile essentielle de C.caeruleus.

Les résultats de I'étude ont mis en évidence que des rendements variés pour les extraits
hydro- méthanolique et aqueux des plantes étudiées. Les racines de C.caeruleus ont
présenté le rendement le plus élevé, avec un extrait hydro-méthanolique affichant un
taux de 16,32 %, tandis que I'extrait aqueux avait un rendement de 3,6 %. Les tiges de
Carthamus caeruleus ont montré un rendement de 10,05 % pour l'extrait hydro-

méthanolique, tandis que les feuilles présentaient un rendement plus éleve de 21,6 %.
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Par ailleurs, les racines de B.incrassatum ont également affiché un rendement élevé,
avec un extrait hydro- méthanolique atteignant 31,54 %, tandis que lextrait aqueux
avait une valeur de 5,9 %. Les tiges de B.incrassatum ont montré un rendement de
14,4%.

Les résultats de I'étude de Souri et al. (2008) sur la plante Bunium persicum ont révelé
unrendement de macération par méthanol de 6,24 %. De méme, I'étude de Karouche et
al., (2022) a montré que l'extraction méthanolique des feuilles de B. mauritanicum avait
un rendement de 3,1 %, nos propres résultats ont indiqué que l'extraction méthanolique
des racines de B. incrassatum présentait un rendement élevé de 31,54 %, tandis que
celui des tiges était de 14,4 %.

En ce qui concerne les résultats de Saffidine (2015), qui ont révélé un rendement de
16,2 % et de 15,20 % pour les extraits hydro-méthanoliques de C.caeruleus, ces chiffres
sont trés similaires a nos propres résultats, ou le rendement des extraits hydro-
alcooliques des racines s'est élevé a 16,32 %.

Concernant les racines de C.caeruleus ont fourni un rendement en [I’huile essentielle
d’environ 0,08 %, ceux taux est légérement supérieur a celui trouvé par les travaux de
Ramdani et Zaouani (2022) est de 1,36%. Il est aussi proche a celui obtenu par
Belkhiri Farida (2009) qui est d’environ (0.0290-0.0043%).

Cette différence entre les résultats de rendement des extraits d'une méme plante est
influencée par plusieurs facteurs. En effet, le rendement d'extraction peut varier en
fonction de divers parametres tels que l'espéce vegetale étudiée, lorgane utiliseé pour
l'extraction, les conditions de séchage, la richesse en métabolites spécifiques a chaque
espéce, ainsi que le choix du solvant, sa polarit¢ et la solubilité des composés

phénoliques dans les solvants d'extraction (Daoudi et al., 2015).

De plus, la région et la période de récolte peuvent également influencer le rendement
(Keskes et al., 2014).

VI.3.Indice de réfraction des I’huile essentielles :
L’indice de réfraction donne une estimation sur le rayon lumineux, le tableau 11

représente les résultats obtenus :
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Tableau 11: Résultats de I'indice de réfraction des deux plantes

Echantillon Indice de réfraction

Bunium incrassatum -

Carthamus caeruleus 1.3325

Notre résultat concernant l'indice de réfraction de C.caeruleus (1.3325) est
similaire a celui obtenu dans la recherche de Ramdani Zaouani, (2022) qui était de
1.3752.

D’apres la norme AFNOR., 2005 précise les huiles essentielles ont un indice de
réfraction compris entre 1,495 et 1,513 (1,495 huiles haute qualité et 1.513 pour une
huile de basse qualité¢). Plus d’information, I'indice de réfraction diminue avec

I’augmentation de la température.

VI.4.Analyse quantitatif :

VI.4.1.Résultat de dosage des polyphénoles totaux :
On a déterminé la teneur en polyphénols a partir de I'équation de la régression linéaire

de la courbe d’étalonnage, tracé en utilisant lacide gallique comme standard figure 40,

(voir I’annex).
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Figure 39:Teneurs en polyphénols totaux des extrais de B.incrassatum et C.caeruleus

D'apres les résultats obtenus, il est remarqué que tous les extraits méthanoliques et
aqueux des plantes étudiées sont pauvres en polyphénols, mais avec des quantités
différentes. Les figures précédentes montrent que l'extrait méthanolique des feuilles de
C.caeruleus présente la teneur la plus élevée en polyphénols, avec 74,4 et 69,30 g
EAG/mg respectivement, tandis que l'extrait méthanolique des tiges présente une teneur
plus faible, avec une quantité de 47,14 ug EAG/mg. De plus, la quantité de polyphénols
dans lextrait méthanolique des racines de C.caeruleus est de lordre de 54,79 g
EAG/mgd'extrait.

D’autre parte, les extraits meéthanoliques des racines et des tiges de B.incrassatum avec
une teneur de 55,97 et 54,99 pg EAG/mg respectivement, tandis que l'extrait aqueux
présente une quantité de 31,06 pg EAG/mg d'extrait.

D'apres les résultats de létude menée par (Karouche et al., 2020), les teneurs en
polyphénols des tubercules de B. mauritanicum étaient significativement plus élevées
que nos propres resultats. En effet, ils ont observé des teneurs de lordre de 89,442 g
EAG/mg pour lextrait méthanolique des tubercules. Cependant, en ce qui concerne
l'extrait aqueux, nos résultats étaient similaires aux leurs, avec une valeur d'environ
22,365 pug EAG/mg.
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Concernant les teneurs en polyphénols de C.caeruleus, les résultats obtenu a partir la
recherche de Saffidine Karima (2015) montré que taux des polyphénols obtenu au
niveau des fractions (Acl, Bul) issues de I'extrait hydro-méthanolique a des valeurs
99.94 et 60 pg EAG/g respectivement sont supérieur de nos résultats.D'autre part, les
résultats de la recherche de Belkhiri Farida (2009) sur les extraits aqueux des racines
de C.caeruleus ont montré une teneur en polyphénols de 37,23 pg AEG/g d'extrait, ce

qui est inférieur a nos résultats.

Cette différence dans les teneurs trouve probablement son explication dans la méthode
d'extraction ainsi que les conditions environnementales, climatiques, période de
collecte, les facteurs genétiques et les conditions expérimentales (Atmani et al., 2009).
I1a été prouvé que les teneurs en phénols totaux sont élevées lorsque le milieu de vie de
la plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des métabolites
secondaires afin de s'adapter et de survivre (Apak et al., 2007). En effet, la distribution
des métabolites secondaires peut fluctuer entre les différents organes de la plante
(Falleh et al., 2008) ; (Ksouri et al., 2008).

VI.3.2.Résultat des dosages des flavonoides totaux :
Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé par la méthode colorimétrique. La

quercétine est considérée comme un standard qui a permis de tracer une courbe
d'étalonnage linéaire de quercetine dont laquelle on a déterminé la teneur en flavonoides

de l'extrait méthanolique, ageux (Figure 48 : Voir I’annex)
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Figure 40: Teneur en Flavonoides des extrais de B.incrassatum et
C.caeruleus

La quantification des flavonoides a laide de la méthode du trichlorure d'aluminium
révele des résultats significatifs pour les extraits méthanoliques et aqueux des racines,
des feuilles et des tiges.

Les résultats obtenus lors de cette étude indiquent que la teneur en polyphénols totaux
dans les extraits méthanoliques des tiges et des racines de B.incrassatum est
respectivement 22,37 et 13,91 yg EQ/mg d'extrait, tandis que pour l'extrait aqueux, elle
est de 5,58 pg EQ/mg d'extrait. En effet, la concentration la plus élevée est observée
dans la fraction méthanolique des tiges et des racines par rapport a I'extrait aqueux.
Dautre part, les extraits méthanoliques des feuilles et des tiges de C.caeruleus
présentent des concentrations élevées en flavonoides, atteignant respectivement 25,17 et
25,17 yg EQ/mg d'extrait. Cependant, l'extrait méthanolique des racines affiche une
teneur en flavonoides de 16,77 pg EQ/mg d'extrait. L'extrait aqueux de C.caeruleus,
quant a lui, présente une concentration elevée de flavonoides, avec une teneur de 22,37
pg EQ/mg.

Une étude représenté par Chizzola et al., (2014) ont travaillé sur la plante Bunium
persicum la fraction méthanolique contient une teneur en flavonoide 6.4 + 4.3 mg
EQ/g d’extrait.

(Karouche et al., 2020), qui ont travaillé sur les tubercules de B.mauritanicum, ont

montré que l'extrait méthanolique et aqueux contiennent des concentrations faibles de
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flavonoides, soit 4,031 + 0,141 pg EQ/mg et 0,832 + 0,158 pg EQ/mg d'extrait

respectivement.

D'apres la recherche de Saffidine Karima (2015) sur les extraits hydro- méthanoliques de
C.caeruleus, la teneur en flavonoides des fractions Acl et Bul était faible, avec des
valeurs de 8,71 £ 0,16 pg EQ/mg et 3,94 £ 0,10 ug EQ/mg d'extrait respectivement. Les
fractions aqueuses Aql et Ag2 présentaient des teneurs encore plus faibles, soit 1,71 +
0,03 pug EQ/mg et 1,36 = 0,09 pg EQ/mg d'extrait respectivement.

Cette différence dans les teneurs s'explique probablement par la méthode d'extraction
utilisée, ainsi que par les conditions environnementales, climatiques, la période de

collecte, les facteurs génétiques et les conditions expérimentales (Atmani, 2009).

VI.4.Les résultats des activités biologiques :
VI.4.1.Activité antioxydant DPPH :

Les résultats de I'évaluation de l'activité antioxydante des extraits, étudiée a l'aide du
test de DPPH, sont exprimés en termes de pourcentage d'inhibition et de concentration
inhibitrice 50 (1C50). Ces résultats sont représentés graphiquement dans la Figure

49(voir I'annexe).

Onremarque que l'activité antioxydante des extraits methanolique et aqueux de B.
incrassatum et C. caeruleus, ainsi que de I'huile essentielle de C. caeruleus, ainsi que de
l'acide ascorbique, est fortement dépendante de leurs concentrations. Plus l'extrait est

concentré, plus le pourcentage d'inhibition est élevé.

D'apres ces resultats, on constate que la valeur de la concentration moyenne d'inhibition
a 50% (IC50) de I'huile essentielle de C.caeruleus est la plus faible, avec une IC50 de

l'ordre de 0.0365 mg/ml, correspondant a la capacité antiradicalaire la plus importante.

De plus, I'extrait de feuilles et de tiges de C. caeruleus montre une IC50 légerement
supérieure a celle de I'huile essentielle, de I'ordre de 0.7636 et 1.8738 mg/mi

respectivement, correspondant a une capacité antioxydante moderée vis-a-vis du DPPH.

En ce qui concerne les extraits méthanoliques des tiges et des racines de B.incrassatum,
ainsique les racines de l'extrait aqueux de C.caeruleus, on obtient des valeurs d'IC50 de
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l'ordre de 4.8956, 10.9997 et 11.9067 mg/ml respectivement, correspondant a une

activité antiradicalaire plus ou moins faible par rapport aux autres extraits.

Enfin, lactivité antioxydante la plus faible a été exprimée par les extraits méthanoliques
et aqueux des racines de B.incrassatum et C.caeruleus, avec une IC50 de 22.6797
mg/ml et 23.4811 mg/ml.

Ces résultats soulignent donc I'importance de l'huile essentielle de C.caeruleus en tant
qu'agent antiradicalaire puissant, tandis que les extraits méthanoliques et aqueux des
tiges et des racines des deux plantes présentent des capacités réductrices relativement
faibles.

L'activité antioxydante des extraits méthanoliques, aqueux et d'huile essentielle est
évaluée en termes de leur capacité a réduire de 50% les radicaux libres (DPPH). L'IC50
est utilisé pour mesurer cette efficacité. Une valeur d'IC50 plus basse indique une
activité antioxydante plus élevée. En d'autres termes, plus la concentration nécessaire
pour neutraliser la moitié des radicaux libres DPPH est faible, plus le pouvoir

antioxydant du composé est considéré comme fort.

L’ensemble des résultats de I’activité antioxydante exprimée en IC50 sont représ enté

dans le tableau 12 et le Figure 53 cidissous :

Tableau 12: L’IC50 de lactivité antioxydante (DPPH) des extraits

L’espeéce IC50
Huile essentielle de C.caeruleus 0.0365 mg/ml
C.caeruleus méthanolique (feuille) 0.7636 mg/ml
C.caeruleus méthanolique (tige) 1.8738 mg/ml
B.incrassatum méthanolique (tige) 4.8956 mg/mi
B.incrassatum aqueux (racine) 10.9997 mg/ml
C.caeruleus aqueux (racine) 11.9067 mg/ml
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B.incrassatum méthanolique (racine) 22.6797mg/ml
C.caeruleus méthanolique (racine) 23.4811 mg/ml
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Figure 41 :Histogramme représentative des valeurs d’IC50 des extraits étudient.

D'apres une étude réalisée en 2017 par El Kolliet ses collaborateurs, lextrait
méthanolique préparé a partir de la partie aérienne de B.incrassatum a démontré une
IC50 de 55,77 pg/ml dans le test au DPPH. De plus, l'activité antioxydante de l'extrait
méthanolique de la plante B.alpinum a été évaluée avec une IC50 de 21,85 + 1,32

pg/mL.

L’étude de (karouche et al., 2022) déduire que L’extrait aqueux des tubercules
représente 1’extrait le plus actif avec une EC50 de I'ordre de 0.018mg/ml puis I'extrait
méthanolique avec 0.048 mg/ml. Ce pouvoir réducteur reste supérieur a celui du
standard (I’acide ascorbique) avec EC50 de 0.009 mg/ml. Les valeurs d’EC50 obtenus
dans ce test montrent que les extraits aqueux et méthanolique des tubercules de B.
mauritanicum possedent de faibles capacités réductrices, par la comparaison avec notre
résultat, les extrait méthanolique et aqueux des racines de B.incrassatum afiiché une
activité antiradicalaire tres faible. ceci est di a la faible teneur en flavonoides dans les

tubercules étudiés. Cette catégorie de composés bioactifs sont signalés dans plusieurs
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recherches comme les meilleurs antioxydants. Les acides phénoliques et les diterpenes

phénoliques peuvent étre aussi impliqués dans cette activité (Prosper et al., 2007).

Selon Ben abbas et al., ( 2018), I’extrait aqueux de B.incrassatum n’a montré aucune

activité anti radicalaire méme pour la plus grande concentration utilisée (21 mg/ml), les
extrait méthanolique donné une faible capacité antioxydante avec un IC50 de ’ordre de
21,18 mg/ml, notre épreuve montre que les valeurs de IC50 obtenue chez B.incrassatum

est proche a celles obtenue dans les études menées par Ben abbas et al.,( 2018).

D’autre parte, I’étude de CHERIET Anfel (2022) montré que Les extrait de C.caeruleus
présentent une activité antioxydant moins important, IC50 de 22.3+ 1.768 mg/ml pour

Pextrait de I'eau.

Toutefois, Arroudj et Zitoune (2017) ont montré que les extraits hydro-alcoolique
(238,413+£14.17pug/ml) et aqueux (219,9+3.53ug/ml) des rhizomes de C.caeruleus
présentaient une activité antiradicalaire trés faible par rapport a celle de lacide
ascorbique. Ces résultats suggerent que les extraits de poudre des rhizomes de

C.caeruleus L ne sont pas de puissants antioxydants.

En geénérale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres
et les convertir en produits stables, parmi lesquelles les polyphénols (Fereira et al.,
2007).

VI.5.Activité antimicrobienne :
L’effet antibactérien des extraits de B.incrassatum et de C.caeruleus est évalué¢ dans

cette étude par la technique de diffusion sur disques. Le DMSO a été testé comme
solvant (T-), et les résultats ont montré qu’il est approprié et ne présente aucun effet sur
la croissance normale des souches microbiennes, amoxicilline et le Nystatine ont été

utilisés comme (T+).

Les résultats obtenus de I’effet antimicrobien en des extraits méthanoliques, aqueux et

I’huile essentielle sont représentés dans les tableaux 13 et 14 et les Figures 42et 43
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Tableau 13: diamétres des zones d’inhibition des souches bactériennes et fongiques vis-
a-vis les antibiotiques.

Souche Les diametres d’inhibition (mm)
E.coli B.subtil | S. tiphi | S.aurue | S.epider | Candida S.cerevis
ATB is us midis albican ea
Amoxiciline |32.1mm |39.7mm |40.5mm [43.1mm | 34.5mm
Nystatine 42.2mm 46.7mm
DMSO - - - - - - -

Figure 42:L’effet de I’huile essentielle et des I’extrait méthanolique de deux plantes

étudiées sur les souches bactériennes.

A partir des résultats obtenus, I’extrait méthanolique des racines de B. incrassatum a

présenté un effet inhibiteur important uniquement sur la croissance des bactéries

(B.subtilis, S.epidermidis, S.aureus), avec des zones d'inhibition allant de 11,5 a 20,4

mm. Par contre, lextrait aqueux des racines de B.incrassatum a également inhibé la
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croissance des souches bactériennes B.subtilis, S.epidermidis et S.aureus, mais avec des
zones d'inhibition plus faibles que celles de l'extrait méthanolique, variant de 12,4 a
15,3 mm.

Les deux extraits, méthanolique et aqueux, n'ont montré aucun effet inhibiteur sur les
souches bactériennes E.coli et S.typhi. De plus, l'extrait des tiges de B.incrassatum a
inhibé la croissance des souches bactériennes B.subtilis et S.epidermidis, avec des zones
d'inhibition entre 11,3 et 13,1 mm, mais na montré aucun effet inhibiteur sur les

souches E. coli, S. typhi et S. aureus.

Par contre les extraits, méthanolique et aqueux, n'ont montré aucun effet inhibiteur sur
les souches fongiques (C.albicans, S.cerevisiae), confirmant ainsi I'absence d'activité
antifongique des extraits méthanolique et aqueux des tiges et des racines de

B.incrassatum.

Les extraits méthanoliques des racines de C.caeruleus ont révélé une activité inhibitrice
sur les souches de S.aureus et S.epidermidis, avec des diametres d'inhibition compris
entre 11 et 14,2 mm. Cependant, aucun effet inhibiteur n'a été observé sur les autres
souches bactériennes et fongiques testées. En revanche, I'extrait aqueux des racines de
C.caeruleus a montré un effet inhibiteur sur une seule souche bactérienne, B.subtilis,

avec des diameétres d'inhibition de 12,2 a 13,3 mm.

Les extraits méthanoliques des tiges de C.caeruleus ont induit un effet inhibiteur
important sur les souches de bactéries (B.subtilis, S.aureus, S.épidermidis) avec des
diamétres d'inhibition allant de 11,1 & 17,5 mm. Cependant, aucun effet inhibiteur n'a

été observe sur les autres souches bactériennes et fongiques testées.

L'extrait des feuilles de C.caeruleus a inhibé la croissance des deux souches
bactériennes (S.tiphi, S.épidermidis) avec des diametres d'inhibition de 11,7 a 17,7 mm,

mais aucun effet n'a été observé sur les autres souches bactériennes et fongiques.

En ce qui concerne I'huile essentielle diluée de C.caeruleus, elle a montré le meilleur
effet inhibiteur sur les souches de S.aureus et S.épidermidis par rapport aux autres
parties de la plante, avec des diamétres d'inhibition compris entre 14,2 et 23,3 mm. Elle
a également eu un effet sur les bactéries, mais aucun effet inhibiteur n'a été observé sur

les autres souches bactériennes et fongigues testées.
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Concernent I'huile essentielle pure de C.caeruleus a montré un fort effet inhibiteur sur la

bactérie S.aureus, avec un diamétre d'inhibition de 33,2 mm. Cependant, aucun effet n'a

été observé sur les autres bactéries et les souches fongiques testées.

Tableau 14: Les diametres des zones d’inhibitions des extraits méthanoliques et aqueux

et lhuile essentielle de B.incrassatum et de C.caeruleus mesurés en fonctions des

différentes souches microbiennes testées.

Les extraits

Zone d’inhibition en mm

Les bactéries

Les

chompignons

E.coli | B.subtilis | S.tiphi S.aureus | S.épider | C.albic | S.cerev

midis ans isea

SM - 20.4mm - 12.3mm | 20mm - -

BM D1 - 19.3mm - 12mm 17mm - -
(R)

D2 - 14mm - 11.7mm | 16.6mm | - -

D3 | - 13.1mm - 11.5mm | 13.2mm | - -

SM - 12.4mm - 12.2mm | 15.3mm | - -

BA D1 - - - 12.2mm | 14.5mm | - -
(R)

D2 - - - 12.7mm | 14.2mm | - -

D3 - - - 11.7mm | 13.1mm - -
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SM 11.3mm - - 13.1mm
BM D1 - - - 12.3mm
M D2 - - - 12.1mm

D3 - - - 12.1mm

SM - - 11mm 14.2mm
CM D1 - - - 12.7mm
R) | _ _ _ _

D3 - - - -

SM 13.2mm - - -
CA D1 12.2mm - - -
R 53 - - - -

D3 - - - -

SM 11.1mm - 11.8mm | 17.5mm
CM | D1 10mm - 11.9mm | 13.1mm
M D2 - - 11.5mm | 11.5mm

D3 - - 11.3mm | 13.3mm

SM - 13.1mm - 17.1mm
CM
) D1 - 12.5mm - 12.7mm
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D2 - - 11.9mm - 12.1mm - -
D3 - - 11.7mm - 11.9mm - -
SM - - - 17.7mm | 23.3mm - -
HE D1 - - - 16mm 22.7mm - -
D2 - - - 14.2mm | 21.2mm - -
D3 - - - 15.1mm | 18.9mm - -
HE PURE - - - 33.2mm - - -
35
E 30
8 25  BM (racine)
5 20 B BA (racine
-g BM (tige)
5 15
o 0 CM(racine)
b N CA (racine)
£ -
5 B CM (tige)
0 T CM (feuille)
N \\r-, ] Q R & Q s
<<ﬁ’o 9\;0,&\ r_)‘?Q 'b\\}@ < 6‘\6 ’b\.\g'b HE dilluée
A o O 9 HE pure
&
les extraits

Figure 43: Variation de diamétre des zones d’inhibition de la croissance des souches
bactériennes et fongiques vis-a-vis des extraits méthanoliques, aqueux et huile

essentielle des deux plantes

Les résultats obtenus a partir la recherche de (karouche et al., 2020) montrent que les
deux extraits méthanolique et aqueux de tubercule de B.mauritanicum ont réagi
positivement sur la souches Staphylococcus aureus a Gram positifs pour zones
d’inhibition de diametres qui varient entre 10-12mm pour I’extrait méthanolique et 7-15
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pour I’extrait aqueux,. Par contre, la souche Escherichia Coli se révele résistante pour

toutes les concentrations des deux extraits étudiés,

L’activité¢ antibactérienne des extraits de plantes est due, a la présence de ce type de
composes chimiques actifs dans leur composition. On peut dire que le mécanisme des
effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe, peut étre expliqué
par le mécanisme de toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des
interactions non spécifiques telles que l'établissement des ponts hydrogénes avec les
protéines des parois cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques,
I’inhibition du métabolisme bactérien et la séquestration de substances nécessaires a la

croissance des bactéries (karou et al., 2005).

Par ailleurs, L'étude de Gagi et Toubal (2018) a révéelg un effet inhibiteur significatif
des extraits hydro-méthanoliques des racines de B.incrassatum sur les souches S.aureus
(21 mm) et E.coli (18,33 mm).Cependant, nos propres résultats ont indiqué que les
extraits méthanoliques ont eu un effet inhibiteur moins important sur la souche

bactérienne S.aureus et n'ont présenté aucun effet sur E.coli.

D’aprés les résultats de Belkhiri Farida (2009) sur les huiles essentielles de
C.caeruleus montré un effet inhibiteur moins important sur les souches bactérienne
B.aureus, Ecoli, S.tiphi avec des zones d’inhibition ne dépassent pas 10mm, nos
propres résultats ont montré que I'huile essentielle de C.caeruleus na présenté aucun
effet inhibiteur sur ces trois souches, mais a démontré un effet inhibiteur significatif sur
la souche S.epidermidis, avec une zone d'inhibition de 33,2 mm. La différence entre ces
résultats et ceux de notre recherche peut étre expliqué par la variation des
concentrations en principes actifs différents di aux méthodes d’extraction utilisée dans

ces études.

Des travaux antérieurs confirment que les Gramt sont plus sensibles a laction
antimicrobienne de 'HE que les Gram-. En fait, les Gram- possédent une résistance
intrinseque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature de leur paroi
bactérienne (Boukhatem et al., 2014). La résistance importante des bactéries Gram(-)
pour nos extraits pourrait probablement étre attribuée a leurs membranes extérieures qui

entourent la paroi de la cellule et qui limitent la diffusion des composés hydrophobes de
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couverture. Par contre, pour les bactéries Gram(+), l'absence de cette barriere permet le
contact direct des constituants des composés phénoliques isolés avec les phospholipides
bicouches de la membrane cellulaire (BEN ABDALLAHA. R et al., 2019).

D’aprés I'étude menée par Saffedine et al., (2013), le test de sensibilité des bactéries
aux différentes fractions des extraits de racines et de feuilles de Carthamus caeruleus, a
permis de montrer, de maniére générale, des effets antibactériens significatifs et
variables avec les fractions organiques (Acl, Bul) issues de Iextrait hydro-
méthanolique, (Ac2, Bu2) issues de I'extrait aqueuses et ce, vis-a-vis des bactéries
Gram+ que Gram-. Cette etude souligne que les extraits des feuilles (AcF, AgF) ne

montrent pas le méme effet que les racines.

L’activité antibactérienne des extraits de plantes est due, a la présence de ce type de
composés chimiques actifs dans leur composition. On peut dire que le mécanisme des
effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe, peut étre expliqué
par le mécanisme de toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des
interactions non spécifiques telles que l'établissement des ponts hydrogenes avec les
protéines des parois cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques,
I’inhibition du métabolisme bactérien et la séquestration de substances nécessaires a la

croissance des bactéries (karou et al., 2005).

VI.5.1.Détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) :

D'apres les tests de l'activité antimicrobienne sur 7 souches, les résultats obtenus a l'aide
des dilutions (Sm, D1, D2, D3) ont confirmé que les extraits méthanoliques de
B.incrassatum (racine) et C.caeruleus (feuille) sont les plus efficaces vis-a-vis de
S.aureu , B.subtilis qui ont montré une sensibilité élevée. Afin de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis de ces souches, nous avons utilisé la
méthode de macro-dilution en milieu liquide sur 10 tubes de dilution les résultas sont

représenter dans les Figure 45, 46 et le Tableaul5 :
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Figure 44: les résultats de la CMI obtenus a partir des tubes de dilution contenant
l'extrait méthanolique de B.incrassatum (racines) pour la bactérie B.subtilis

Figure 45: les résultats de la CMI obtenus a partir des tubes de dilution contenant
l'extrait méthanolique de de C.caeruleus (Tige) pour a bactérie S.aureus
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Tableau 15: Présence de valeur de CMI pour I’extrait méthanolique de B.incrassatum
(racines) et C.caeruleus (tige)

Les dilutions 109 1 109 10 [ 109 10 | 20| 107 | 109 | 10C°) | 10029
souche Extraits

B.subtilis | BM - - - — + + + + T i
S.aureus | CT - - + + + + + + + +

Le tube de dilution (10™*) contenant l'extrait méthanolique des racines de B.incrassatum
a été identifié comme le premier tube sans croissance bactérienne visible, ce qui indique
qu'il atteint la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la souche bactérienne
B.subtilis.

De méme, le tube de dilution (10°) contenant I'extrait des feuilles de C.caeruleus a
montré la CMI pour la souche S.aureus, car il était le premier tube sans croissance
bactérienne visible. Cela suggére que les concentrations d'extraits dans ces tubes sont

suffisamment élevées pour inhiber la croissance bactérienne correspondante

VI.6.L’activité anti inflammatoire :
Les résultats de notre étude sur l'activité anti-inflammatoire de l'extrait ont été évalués

en utilisant le pourcentage d'inhibition de l'cedeme (%INH) et le pourcentage
d'augmentation de l'eedéme (%AUG) comme mesures. Le tableau ci-dessous illustrent

les résultats obtenus pour chaque échantillon testé:
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Tableau 16:Variation de volume moyen de I'cedéme (patte Droite)

Variation de volume moyen de I'cedéme (patte Droite) induit

Groupes de par la carraghénane (ml)
traitement
TO T30min Tlh T2h T3h

Témoin 2+0.06 1.48+0.04 1+0.09 0.45+0.06 0.24+0.06
carraghénane

Lot 2 1.18+0.08 | 0.76+0.05 0.47+0.06 | 0.18+0.08 0.05+0.03
(déclofenac)

Lot3 1+0,02 | 0,7+0,05 0, 370,03 | 0,2+0,02 0,025+0,02
(EE-
C.caeruleusM)
Lot 4 (EF- 1,90+0,05 | 1,5+0,03 1,1+0,06 | 0,44+0,06 0,25+0,03
B.incrarassatum
M)

D’aprés nos résultats en remarque que I’injection de la carraghénane provoque une

augmentation du volume de I'cedéme chez les quatre groupes de souris pour atteindre

I’;edéme maximale au bout de quatre heures.

80
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L |
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extrait

Figure 46: Pourcentage d’inhibition d’épaisseur de la patte (INH%) des souris traitées

par 200mg/K g de I’extrait métanolique de Carthamus .caeruleus et Diclofénac.
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Les pourcentages d’inhibition respectifs aux temp 1éme heure, étant de (17%). Cette

activité augmente progressivement jusqu'a la sixiéme heure (80%) pour la dose200 mg
/kg.

Par ailleurs, la figure (INH) montre que le groupe t¢moin traité par 1’cau physiologique
a marqué une augmentation dans le volume de patte des souris durant toute I’expérience.
Par contre le groupe traité par 1’extrait méthanolique de racine de C.caeruleus eu une
diminution progressive d’cedéme de patte des souris a partir de 2éme heure jusqu’a la
fin de I’expérimentation .Mais le groupe traité par I'extrait méthanolique de racine

B.incrassatum il n’a eu aucun déclin.

D’aprésDuarte et al., 2016L’activité anti-inflammatoire de Carthamus caeruleus a été
observée apres la 4 ¢éme heure d’expérimentation. Sachant que, la troisiéme heure apres

administration de la carragénine représente son effet maximal.

En effet, L'cedéme est provoqué par la carragénine dans la patte de la souris comporte
trois phases distinctes: La premiére phase qui fait intervenir I'histamine

et la 5-hydroxytryptamine qui favorisent la vasodilatation, la transsudation plasmatique

et loedeme; la deuxieme phase qui fait appel aux kinines comme médiateurs
augmentent la perméabilité vasculaire et la troisiéeme phase dont le médiateur est
supposé étre la Prostaglandine Attal et Bouhassira, 2000. Cette derniere étape est
sensible aux antagonistes de synthése des prostaglandines et aux anti-inflammatoires

naturels ou de synthéses telles que les glucocorticoidesRokia et al., 2006.
L’extrait méthanolique de Carthamus caeruleus est riche en flavonoides,
Baghiani et al., 2010 ce qui explique leur efficacité contre I’cedéme. Les flavonoides

possedent des proprietés anti-inflammatoires qui leurs permet de modulés le
fonctionnement du systeme immunitaireChen et al., 2017. lls sont susceptibles de

diminuer la libération d”histamine des basophiles et des mastocytes Mesaet al., 2017.
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Conclusion

En conclusion, I'étude de I’activité biologique des extrait de Bunium incrassatum
et Carthamus caeruleus dans la région de Médea a révélé des résultats prometteur dans

les domaines de I’activité antimicrobienne, antioxydant et anti- inflammatoire.

L’analyse phytochimique a montré que les extraits de B.incrassatum et

C.caeruleus possedant les teneurs faibles en polyphénoles et en flavonoides.

L’activit¢ antioxydante par la méthode de DPPH a révélé que I'huile essentielle
de C.caeruleus posséde une activité antiradicalaire trées forte par rapport les autre

extrait étudiée.

D’autre part, les extraits de deux plante ont montré une activité antibactérienne
considérable vis-a-vis les souches bactériennes testées, ils n’ont également montré

aucune activité antifongique.

Par ailleurs, l'activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique des racines de
C.caeruleus marquer un effet anti-inflammatoire proche au déclofinac par rapport

I’extrait méthanolique des racines de B.incrassatum.
Pour compléter ce travail nous envisageons de :
4 Faire une étude biochimique sur ces plantes.

v 11 serait intéressant d’étendre I'étude de Pactivité antimicrobienne a d’autres

souches bactériennes et fongigque qui causent des maladies pour les étres humains.

v Mettre en évidence I’activité antioxydant avec d’autre méthode et d’évaluer

P’activité insecticide.

v Développer des médicaments anti-radicalaires a base de plantes, doués d’une

activité antioxydant.

Ces perspectives de recherche permettront d'approfondir nos connaissances sur les
propriétés thérapeutiques de ces plantes médicinales et d'explorer davantage leur

potentiel dans le développement de nouveaux traitements naturels.
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Figure52:Les résultats de ’activité antioxydante (test de DPPH) d’extrait méthanolique

de I'espece C.caeruleus (tige)
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Figure 53: Les résultats de I'activité antioxydante (test d¢ DPPH) d’extrait méthanolique de

I’espece B.incrassatum (tige)
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Figure 54: Les résultats de I’activité antioxydante (test de DPPH) d’extrait Aqueux de

I’espéce B.incrassatum
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Figure 55: Les résultats de I’activité antioxydante (test de DPPH) d’extrait aqueux de
I’espece C.caeruleus(Racine)
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Figure 56: Les résultats de ’activité antioxydante (test de DPPH) d’extrait aqueux de
I’espéce B.incrassatum (Racine)
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Figure 57: Les résultats de 1’activité antioxydante (test de DPPH) d’extrait

Ajout manuel : 1

Suppression manuelle : 1

122



ANnexes

Ajout manuel : 1

Suppression manuelle ™

Ajout manuel : 2 .

Figure 58: L’effet des extraits methanoliques et aqueux des deux plantes étudiées sur
les souches bactériennes

Figure 59:L’effet des extraits methanoliques et aqueux des deux plantes
étudiées sur les souches fongiques
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