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Résumé

L’objectif de notre travail est I’étude les propriétés biologiques des extraits de trois plantes médicinales: costus,
Curcuma et Gingembre. Les extraits ont été préparés, par quatre solvants : eau distillée, Glycérine, propyléne
glycol et éthanol. Les résultats ont montré que, I’éthanol a donné le meilleur rendement d’extraction avec le
gingembre et le curcuma dont on a obtenu 68% et 60.51%, respectivement. Tandis que, le meilleur rendement
d’extraction de costus indien, 57.11%, est obtenu en utilisant 1’eau distillée comme solvant d’extraction.

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de tanins, terpénoides, les quinones et
les composés réducteurs, dans tous les extraits aqueux préparés.

Le dosage des polyphénols a montré que 1’extrait éthanolique est le plus riche en ces composés par rapport aux
autres extraits avec des concentrations de 62 mg EAG/g extrait, 55 mg EAG/g extrait, 45 mg EAG/g extrait pour
costus, Curcuma et gingembre, respectivement.

L’évaluation de D’effet antibactérien des extraits végétaux vis-a-vis les différentes souches microbiennes
étudiées, a montré que 1’extrait éthanolique de costus indien a un effet fortement inhibiteur contre Pseudomonas
aeruginosa (17mm), Staphylococcus aureus (21mm) et la levure Candida albicans (21mm) ; avec une légere
activité inhibitrice contre Bacillus subtilis (16mm). Le test d’hémolyse des globules rouges a montrés que les
extraits préparés ne présentent aucune toxicité vis-a vis les hématies humaines. De méme, 1’étude de stabilité
membranaire des globules rouges, in-vitro, a montré des taux de stabilité sont similaires a ceux obtenus par
diclofinac des extraits. Ces taux sont de 100%, 99.99%, 98.52% et 99.96% pour costus indien, Curcuma,
gingembre et diclofinac, respectivement. Cette stabilité membranaire s’exprime par un effet anti-inflammatoire
des extraits. Un essai de formulation d’un gel buvable a base des extraits aqueux a été réalisé.

Mots clés : activité antimicrobienne, activité anti-inflammatoire, polyphénols, costus, Curcuma, gingembre
Abstract

The objective of our work is the study of the biological properties of the extracts of three medicinal plants:
costus, Curcuma and ginger. The extracts were prepared by four solvents: distilled water, glycerine, propylene
glycol and ethanol. The results showed that, ethanol gave the best extraction yield with ginger and turmeric of
which 68% and 60.51% were obtained, respectively. While, the best extraction yield of Indian costus, 57.11%, is
obtained using distilled water as extraction solvent. Phytochemical screening revealed the presence of tannins,
terpenoids, quinones and reducing compounds, in all the aqueous extracts prepared. The determination of
polyphenols showed that the ethanolic extract is the richest in these compounds compared to the other extracts
with concentrations of 62 mg EAG/g extract, 55 mg EAG/g extract, 45 mg EAG/g extract for costus, turmeric
and ginger, respectively. The evaluation of the antibacterial effect of the plant extracts against the different
microbial strains studied, showed that the ethanolic extract of Indian costus has a strong inhibitory effect against
Pseudomonas aeruginosa (17mm), Staphylococcus aureus (21mm) and the yeast Candida albicans (21mm);
with a slight inhibitory activity against Bacillus subtilis (16mm). The hemolysis test on red blood cells showed
that the prepared extracts do not present any toxicity towards human red blood cells. Similarly, the study of
membrane stability of red blood cells, in-vitro, showed stability rates are similar to those obtained by diclofinac
extracts. These rates are 100%, 99.99%, 98.52% and 99.96% for Indian costus, turmeric, ginger and diclofinac,
respectively. This membrane stability is expressed by an anti-inflammatory effect of the extracts. A formulation
test of a drinkable gel based on the aqueous extracts was carried out.

Key words: antimicrobial activity, anti-inflammatory activity, polyphenols, costus, Curcuma, ginger.
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Introduction

Depuis de nombreuses années, les plantes médicinales jouent un réle important dans la
médecine et la pharmacologie. On estime qu'environ 80% de la population mondiale repose
sur des préparations botaniques comme médicaments pour répondre a leurs besoins de santé
(Maetal., 1971).

Au cours de ces derniéres années les résultats des recherches conduit par des spécialistes
(médecins, biologistes, pharmaciens, botanistes, agronomes, écologistes et économiste)
concourent a démontrer les effets néfastes des médicaments a base de produit chimiques pour
I’organisme de 1’étre humain, c’est pour cela que ces produits naturels sont trés demandés
dans le monde, donc il est temps de multiplier nos efforts pour faire évaluer ce domaine
«plante médicinale et culture biologique»,par 1I’application des résultats de recherches
scientifiques, de techniques appropriées de production et de dosage (Messaoudi, 2005).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques, les effets
secondaires des médicaments anti-inflammatoires, ont conduit les chercheurs a puiser dans le
monde végeétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires enquéte de molécules
naturelles efficaces et denuées de tout effet adverse.

Les plantes aromatiques constituent une source naturelle potentielle de molécules
bioactives, elles font I’objet d’études scientifiques rigoureuses pour leur éventuelle utilisation
comme alternative aux médicaments. Les effets therapeutiques de ces plantes dépendent de la
présence d’agents bioactifs varies et appartenant a différentes classes chimiques (Bouzouita et
al., 2008).

Le Curcuma, fameuse racine, le costus d’origine indienne et le gingembre est issu de la
méme famille appelée les zingibéracées. Le choix de ces plantes s’est fondé sur les faits
qu’elles sont parmi les plus populaires plantes aromatiques utilisées dans le monde entier, leur
utilisation fréquente par nos populations dans le domaine alimentaire et celui de la médecine
traditionnelle.

Le travail effectué et présenté dans ce mémoire se situe dans ce contexte. L’objectif
visé est I’étude des activités biologiques des extraits végétaux, préparés en utilisant des
solvants non toxiques, qui peuvent étre directement incorporé dans des préparations ou des
formulations thérapeutiques sans avoir le besoin d’évaporer le solvant. Sachant que les
activités biologiques recherchées sont principalement ’activité antibactérienne et ’activité
anti-inflammatoires des extraits aqueux, hydroéthanolique, hydroglycolique et glycérat des
rhizomes de Zingiber officinale, Curcuma longa et les racines de Saussurea costus.(costus
indien).

Ce mémoire se divise en deux grandes parties :

-



Introduction

% La premiere partie, qui correspond au chapitre I, est une étude bibliographique qui
commence par des généralités sur les plantes médicinales et leurs meétabolites
secondaires suivi par la description des plantes utilisées (Curcuma, gingembre et
costus indien). Cette partie se termine par un apercu sur les activités Biologiques
notamment I’activité antimicrobienne et ’activité anti-inflammatoire.

% La deuxiéme partie comporte I’étude expérimentale, et subdivisée en deux chapitres :

e Le premier chapitre regroupe I’ensemble de matériels utilisé pour la réalisation de
cette étude ainsi que la méthodologie de travail qui a commencé par la préparation
des extraits végétaux avec les différents solvants, la caractérisation
physicochimiques et I’évaluation de 1’activité biologique des différents extraits. un
essai de formulation d’un gel buvable a base des extraits végétaux aqueux des trois
plantes étudiées a été réalisé au sein du Laboratoire de Département SM, Faculté
des Sciences de I’Université de Méd¢a.

e Le deuxiéme chapitre présente tous les résultats obtenus et ainsi que leurs
discussions.

Finalement, Nous achevons notre travail par une conclusion et perspectives.

o)
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I. 1. Généralité sur les plantes médicinales
I. 1. 1. Historique

Les plantes aromatiques et médicinales ont été employées pendant des siecles comme
remeédes pour les maladies humaines par ce qu’elles contiennent des composantes a valeur
thérapeutiques. Récemment I’acceptation de la médicine traditionnelle comme forme
alternative de santé et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques
disponibles a mené des auteurs a étudier I’activité antimicrobienne des plantes aromatiques et
médicinales (Nostro et al., 2000). Cependant I’homme n’a découvert les vertus bénéfiques des
plantes que par une approche progressive, facilitée par I’organisation des rapports sociaux, en
particulier a partir du néolithique (8000 ans avant J.C).

Dans la civilisation Chinoise, Indienne, ou Aztéque, on trouve la trace d’utilisations
médicinales trés anciennes. Le premier livre de matiére meédicinale le traite des plantes
aromatiques et médicinales de I’empereur Shen Nung, fut rédige vers 2900 avant J.C. 4000ans
avant J.C., les populations Babyloniennes et Sumériennes utilisaient les plantes pour se
soigner: 600 tablettes d’argiles mentionnent 1000 plantes pour leurs vertus curatives et plus de
800 remedes sont decrit par les Egyptiens (Nostro et al., 2000).

Les grands médecins grecs, dont le plus célébre est Hippocrate (5ém siecle avant J.C.),
utilisaient couramment les narcotiques, les laxatifs ou des émétiques (vomitifs). Théophraste
(370-285 avant J.C.) classe les plantes dans son ouvrage «Historiaplantarum» (Fouché et al.,
2000). Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médicine et en pharmacie: Abu BakerAl-
razi ou Razés (865-925), fut I'un des grands médecins de son temps et aussi le précurseur de
la psychothérapie. Il fut suivi par Ibn Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrivait le «Canon de
la Médicine». Ce livre servira de base a I’enseignement de la médicine dans les universités de
Louvain et Montpelier jusqu’aux environ 1650. Ibn Al Baytar (1197-1242) rédigera le tres
complet somme des simples: ce livre contenait une liste de 1400 préparations et plantes
médicinales dans un millier étaient connues des auteurs grecs (Fouché et al., 2000).

I. 1. 2. Définition des plantes médicinales

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisée a
des fins thérapeutiques ou qui sont des precurseurs dans la synthese de drogue utiles
(Sofowora, 2010).

D’aprés Dr. Jésus Cardenas (2014), ’OMS ne donne pas de définition précise de
plante médicinale, mais plutdt de médicament a base de plante, tout en classent I’utilisation
de plantes médicinales et médicaments a base de plante parmi les médecines et formes de

médication traditionnelle.

-
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D’un autre cOté, la pharmacopée francaise définit la plante médicinale comme une
« drogue végétale » pouvant étre utilisée en entier ou en partie pour ses propriétés
médicamenteuses. Elle est utilisée de différentes maniéres (décoction, macération, infusion...)
et une ou plusieurs de ses parties peuvent étre utilisée (racines, rhizome, feuille, fleur......)
(Dutertre, 2011).Autrement dit, c’est une plante qui possédant des propriétés curatives ou
préventives utilisée pour soigner ou soulager divers maux.
I. 1. 3. Récolte et conservation des plantes médicinales
I. 1. 3. 1. Récolte

Les propriétés médicinales des végétaux dépendant du terrain, du climat, de I'altitude
et sans doute de nombreux autres facteurs, on adopte de préférence les plantes de certains
pays ou de certaines régions, connues pour leur plus grande efficacité (Valnet, 1986).Ne
cueillir que les plantes qui sont saines et propre. Les feuilles sont recoltées avant et pendant la
floraison avec précaution une a une, sans blesser les pétales. Les fruits sont récoltés au
moment de la maturité. La racine est récoltée au moment du repos végétatif, dégagée pour étre
sectionné en partie et laisser ainsi la plante repartie éventuellement, pour I’année suivante. Les
graines sont récoltées mures, habituellement en fin de saison (Philips et al, 1991).
1.1.3.2. Séchage

Une fois récoltée, la plante se fane et meurt, ils apparaissent alors des processus de
dégradation préjudiciable a I’activité thérapeutique de la plante. Pour éviter ce processus de
dégradation on procede au séchage des plantes (Salagno et al, 1989).

Le sechage dépend de la plante et le but fixé. Il existe des plantes qui sont utilisées
fraiches sans séchage pour arriver a obtenir I’effet demandé ou elles ne perdent pas 1’agent ou
la molécule active. Dans ce cas, les applications thérapeutiques sont obligatoires juste apres la
récolte. Dans d’autres cas ou la plante est utilisée aprés séchage, il faut :

- Etaler la plante le plus rapidement possible aprés la cueillette en une seule couche sur la

gaze ou sur un papier non imprimé, dans un endroit a I’ombre et bien aéré sans jamais les

laver au préalable.

- Retourner les régulierement au cours des premiers jours.

- Attendre le temps qu’il faut pour qu’il ne subsiste plus aucune trace d’humidité.

Dans certains cas, on peut utiliser I’étuve voire les rayons solaires pour sécher les
plantes, a condition que ¢a ne touche pas les molécules actives. Les huiles essentielles sont

volatiles a température élevée donc en doit sécher la plante a I’air libre (Callery et al., 1998).

s
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I. 1. 3. 3. Conservation

Etant donné que la moindre trace d’humidité déclencherait un processus de moisissure.
Les drogues séchées doivent étre placées immédiatement dans les récipients bien secs, dans
des sacs de papier, dans des boites en fer blanc ou dans des caisses. La conservation se fait a
I’abri de I’air et au sec (Callery et al ,1998).
I. 1. 4. La phytothérapie
I. 1. 4. 1. Définition

La médecine par les plantes, autrement appelée phytothérapie, est la plus ancienne
facon au monde de se soigner, on la retrouve dans toutes les civilisations, chacune d’entre
elles ayant élaboré sa propre thérapeutique au fil de siécles (verbois, 2015).

Etymologiquement, la phytothérapie vient du grec «phytos »qui veut dire plantes et
«thérapia »qui veut dire soins ou traitement. La phytothérapie est donc I’art de soigner par
plantes médicinales (Barka, 2017). C’est le traitement ou la prévention des maladies par
I’'usage de certaines parties de plantes médicinales. Elle fait partie des médecines paralleles
ou des medecines douces (Zeghad, 2009).

On distingue deux phytothérapies, mais qui sont en realité le prolongement I'une
de lautre. L’une est dite phytothérapie classique, 1’autre est dite phytothérapie moderne
(Barka, 2017).

» La phytothérapie traditionnelle (classique)

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptdomes d’une affection,
ses origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon
les vertus découvertes empiriquement .Elles concernent notamment les pathologies
saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes
hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (Chabrier, 2010).

> La phytothérapie clinique (moderne)

Elle repose sur une utilisation scientifique des plantes, inspirée par des méthodes
ancestrales. Son mode d’action est basé sur un traitement a long terme agissant sur le systéme
neuro-vegétatif .Dans ce type, les indications sont liées a une thérapeutique de
complémentarité. Elles viennent compléter ou renforcer [Iefficacité d’un traitement
allopathique classique pour certaines pathologies (Guettiche et al.,2018).

I. 1. 5. Les métabolites secondaires
I. 1. 5. 1. Définition
Les métabolites secondaire sont définis comme des molécules qui interviennent dans

’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres

B
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interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme
agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la
dissémination des fruits (Attou, 2001).
I. 1. 5. 2. Classification des métabolites secondaires
Nous pouvons classer les métabolites secondaires en trois groupes, chacune renferme
une tres grande diversité biologique (Bruneton, 2009) :
I. 1. 5. 2.1. Les composés phénoliques
Les poly phénols constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué
des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
présents dans tous les organes de la plante (Lugasi et al., 2003). Ils ont tous en commun la
présence d’une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH). lls peuvent étre regroupés en de
nombreuses classes qui se différencient par la complexité et le degré de modification du
squelette de base (Macheix et al., 2005).
Il existe donc différentes classes de polyphénols, on y trouve les acides phénoliques , les
flavonoides, les tanins et les coumarines... .
Les acides phenoliques simples
Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possedant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ce sont des dérivés de
I’acide hydroxy benzoique(composés en C6-C1) tels que I’acide gallique (figure 1.1) ou
’acide hydroxy cinnamiques(composé en C6-C3) comme I’acide caféique (Bruneton, 2009).
v Dérivés de I’acides hydroxy cinnamiques
Ils présentent une structure en C6-C1, composée d’un noyau benzénique sur lequel vient
s’attacher une chaine aliphatique a un carbone. Le principal composeé est 1’acide gallique (fig.
I. 1) (Chira et al., 2008).

HO

COOH
HO ;

O H

Fig. I .1. Structure de I’acide gallique.

v' Dérivés de I’acides hydroxy benzoiques
Leur squelette de base est un noyau benzénique avec une chaine aliphatique a trois

carbones (C6-C3) avec un ou plusieurs groupements OH, souvent estérifiés en ester d’alcool

-
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aliphatique (fig. 1 .2) (Chira et al., 2008).

H \ COOH

HO

OH
Fig. I .2. Structure de I’acide caféique

I. 1. 5. 2. 2. Les flavonoides

Le terme flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels
généralement polyphénoliques (Gabor, 1988), trés répondus chez les végétaux, presque
toujours hydrocarbures, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides peuvent se trouver sous forme d’hétérosides (C-
ou O-glycosides) (Ghestem, 2008).

La plupart des flavonoides ont une structure de base relativement simple (fig. I .3). Ils
sont composés de deux cycles aromatique de type phényle liées par une chaine de trois
atomes de carbone genéralement cyclique, soit un systéme Cg-C3-Ce dont la configuration est
la suivante (Gabor, 1988).

Fig. 1 .3. Structure de base d'un flavonoide.

Ils peuvent étre regroupé en une douzaine de classe, de la chaine carbonée formant, en
générale un hétérocycle C, par condensation avec un OH phénolique du noyau A (Benmakhbi,
2004), determine les différentes classes des flavonoides, par ailleurs, les différents cycles
peuvent étre modifiés par glucosylation, méthylation, hydroxylation ou acylation.

Ils existent plusieurs classes de flavonoides dont les principales sont les flavones,
flavonols, isoflavones, flavanones et les anthocyanidines (Tableau. I. 1).

Les flavonoides sont des solides cristallisés dont la teinte varie du blanc et noire au jaune

vif. Les hétérosides sont solubles dans I'eau (surtout a chaud), l'alcool, les autres solvants

-
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organiques polaires et les solutions alcalines (ammoniaque ou potasse) en donnant une
coloration jaune qui disparait par I'addition d'acides (Cos, 1998). Ils sont insolubles dans les
solvants organiques apolaires. Les flavonoides possedent une bande d'absorption dans
l'ultraviolet proche du visible; variant avec chaque type flavonique et permettant leur
identification.
I.1.5.2. 3. Les tanins
Les vertus thérapeutiques des plantes taniéres sont liées a leurs metabolites secondaires,
essentiellement aux tanins contenus dans leurs organes. Les tanins désignent un groupe de
substances phénoliques polymériques (Sérémé et al., 2008). Ces derniers présentent des
réactions classiques des phénols, ainsi que la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine
et d’autres protéines (Cowan, 1999). Ils peuvent étre trouvé dans 1’écorce, le bois, les feuilles,
les fruits et les racines (Vandi et al., 2016). Les tanins sont classés en deux groupes et cela
selon la nature de leurs assemblages moléculaires :
> Les tanins hydrolysables sont constitués d’une molécule glucidique sur laquelle
est estérifiée de I’acide gallique ou un de ces dérivés (acide éllagique, acide m-
digallique). On leur attribue les noms de pyrogalliques et d’éllagitanins. Ce groupe de
tanins est facilement hydrolysé par voie chimique ou enzymatique (Sérémé et al., 2008)(
Fig. | .4).

HO

Fig. | .4. Exemple d’un tanin hydrolysable.

-
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Tableau I. 1. La structure des différentes flavonoides (Gabor, 1988 ;Benmakhbi,

Ghestem, 2008).

2004 ;

Classes Structure chimique R’3 R4 R’5 Exemple
Flavones H OH H | Apigénine
o \,“: OH OH H | Lutéoline
Ty
Wf;[] OH OCH3 H | Diosmétine
Flavonols Ry H OH H | Kaempférol
.
. . O OH OH H | Quercétine
O | - OH OH OH | Myrecétine
Flavanones | H OH H | Naringénine
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> Les tanins condensés ou tanins catéchiques ou pro-anthocyanidols sont des polymeéres
flavaniques dont la structure est voisine de celle des flavonoides. lls sont constitués
d’unités de flavan-3-ol liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Vandi et al.,
2016) (figure. 1 .5).

Fig. I .5. Structures des tanins condensés

Les tannins se dissolvent dans I’eau sous forme de solutions colloidales, mais leur
solubilité varie selon le degré de polymérisation (elle diminue lorsque celui-ci augmente). lls
sont solubles dans les alcools et 1’acétone, insoluble dans les solvants organique apolaires
(éther) (Bruneton, 1999).

I.1.5. 2. 4. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féve tonka
(Dipteryxodorata, Fabaceae) d’ou fut isolée, en 1820, la coumarine. Plus d’un millier de
coumarine ont été décrites et les plus simples d’entre elles sont largement distribuées dans
tout le réegne végétal (Bruneton, 1999). Elles dégagent une odeur agréable rappelant la
vanilline, contribue a I’odeur de foin coupé et rentrent dans la composition de nombreux
parfums (Chevalier, 2001).

Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles
sont responsables de 1’odeur caractéristique du foin (Cowan, 1999).

Les coumarines est un composé chimique organique appartenant a la famille des
benzopyrones, dont le nom selon 'IUPAC est 2H-1-benzopyran-2-one, que I’on peut
considérer, en premiére approximation, comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-z-

cinnamique (fig. I .6) (Bruneton, 2009).
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7

Rj
Fig. 1 .6. Structure chimique de quelques
coumarines

Ces constituants possedent une ou plusieurs fonction phénoliques, estérifiés ou non;

C’est pour quoi on les rattache ou vent aux poly phénols. On les divise en :

o Coumarine simples : les plus répandues dans le végétal possedent des
substitutions (OH ou OCH3) en position 6 et 7 (fig. 1 .7) (Bruneton, 1999).

s 4

2

R2 8
Fig. I. 7. Structure de coumarine simple
e Coumarines complexes : on distingue : (fig. I. 8.)

v' Les furo coumarines (a)

v’ Les pyranno coumarines (b)

o o o H3C
| Hs;C
\ /
a)Les furocoumarines b) Les pyranno coumarines

Fig. 1 .8. Quelques structures de la coumarine complexe
Les coumarines sont des solides cristallisés blancs ou jaunatres de saveur
généralement amére. Elles sont sublimables et entrainables a la vapeur d'eau. Les coumarines
hydroxylées possédent une intense fluorescence bleue en lumiére ultra violette. Leur spectre
UV est également caractéristique et sert a leur identification. Leurs propriétés chimiques sont
principalement dues a la fonction lactone insaturée, notamment l'ouverture de l'anneau

lactonique en milieu alcalin (Laouer et al, 1997).
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I.1.5. 2. 5. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains sont
fortement toxiques (Sérémé et al., 2010). lIs représentent le groupe de substances naturelles
d’intérét thérapeutique le plus important, en terme de nombre, de diversité structurale et de
leurs activités pharmacologiques.

Les alcaloides sont au cceur des phénoménes d’adaptation et de défense face aux
pressions biotiques. lls ont été particulierement étudiés, du fait des intéréts thérapeutiques et
économiques qui y sont associés. On retrouve des molécules exploitées par 1’industrie
pharmaceutique comme la quinine, des stupéfiants : la morphine (fig. 1.9 (a)), la cocaine (fig.
I .9(b)), des anticancéreux : la colchicine, la vincristine, la camptothécine, le taxol,..., des
molécules utilisees comme poisons (la strychnine..) ou des stimulants : la cafeine (fig. 1 .9(c))

ou encore comme antibiotiques du type penicilline (Wichtl, 2009).

: cr
N o N (@]
ﬂ‘%}-@ {N:(FE
o CH;
cHy S
(@) (b) (c)

Fig. 1. 9. Quelques exemples des alcaloides : (a) Structure de la morphine ;(b)
Structure de la cocaine ; (c) Structure de la caféine.

I. 1. 5. 2. 6. Les terpénes

Les terpenes forment une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes, en
particulier les coniféres. Les terpenes sont des dérivés de I'isoprene CsHsg et ont pour formule
de base des multiples de celle-ci (CsHs). On peut considérer l'isoprene comme l'un des
éléments de construction préférés de la nature. Leur squelette de carbone est constitué d'unités
isopréniques reliées entre eux. C'est ce que I'on appelle la régle de I'isopréne. Ces squelettes
peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien former des cycles.

Le carotene est un tétra terpene (CsoHes). 1l joue le role de pigment en photosynthése

végétale. Des matiéres aussi diverses que le caoutchouc, la vitamine Al ou le cholestérol sont
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construites essentiellement des «briques» d'isoprenes (fig. 1.10) (Ramar et Ponnampalam,
2010 ; Mazid et al., 2011).

C10 Monoterpénes (ex: limonéne)

/

Unité de base C5:

isopréne C40 Tetraterpénes (ex: g-caroténe)

<300

Polyterpenes (ex: caoutchoucjj

Fig. 1 .10. Structure des différents terpenes.

I. 2. Généralité sur les plantes utilisées dans notre étude
I. 2. 1. Curcuma longa L
I. 2. 1. 1. Historique

Le curcuma était trés estime des anciens indo-européens pour la teinture d’un beau
jaune doré qu’on en tirait. Toutefois, son importance pour 1’étre humain s’est vraiment révélé
lorsqu’on a découvert, il y a longtemps, qu’ajoute, aux aliments, le rhizome en poudre

permettait d’en conserver la fraicheur, la sapidité et la valeur nutritive (Loap, 2008).

Fig. 1. 11. Rhizome de Curcuma longa L
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L’usage de curcuma en inde serait apparu en tant que substitut de la safran et autre
poudre jaune apportée par les anciens aryens lorsqu’ils envahirent cette partie du continent
asiatique vers 2000 av j-c (Dymock et al., 1890).

En 1450, on le retrouve a francfort sur une liste de drogues a c6té du gingembre et de
zédoaires (Loap, 2008).

I.2.1. 2. Etymologie

Le nom scientifique Curcuma longa fait allusion a sa forme allongée (Lecerf, 2012). Le
nom curcuma a été inventé par Linné dans son «espece plantarum » en 1753 probablement le
mot dérive du mot arabe « kurkum » qui signifie couleur jaune (tableau I. 2). Cela est d0 a la
couleur jaune proéminente de rhizome souterrain une partie importante de la plante qui a été
utilisé traditionnellement depuis des temps immémoriaux pour I’humanité (Salvi et al., 2000;

Shirgurkar et al., 2001). Ses appellations different d’un pays a un autre (tableau 1. 2).

Tableau. 1 .2. Etymologie de Curcuma longa L (Delaveau, 1987; Swahn et Ciano., 1993;
Loap, 2008).

Langue Appellation
Allemand Kurkumawurzel
Anglais Turmeric
Arabe Kurkumages s
Chine Jiang huang
Francais Curcuma long, Safran des Indes, Souchet
de Babylone, Terre-mérite
Hindi Haldi
Latin Curcuma

I. 2.1. 3. Taxonomie et classification botanique

La systématique du curcuma longa L.est présentée dans le tableau 1. 3.
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Tableau I. 3. Classification taxonomique de Curcuma longa L (Quezel et Santa, 1963).

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantae
Classe Monocotylédones
Ordre Zingibérales

Famille Zingiberaceae
Genre Curcuma
Espéce Curcuma longa L

I. 2. 1. 4. Description botanique

Curcuma longa L. (fig. 1. 12) est une plante persistante qui peut mesurer de 60 a 100
cm de hauteur (Jourdan, 2015). Le rhizome est épais et annelé a la base de vieilles feuilles ; le
curcuma ne se reproduit que via ses rhizomes (Kuete, 2017).

v' Le rhizome : est un complexe charnu comportant un tubercule primaire ellipsoide
d'environ 5 cm x 2,5 cm, couleur jaune orangé, les jeunes pousses blanches (Jansen,
2005) ;

v Les feuilles : sont larges et naissent a partir du rhizome. Elles sont alternes et
distiques, présentent un pétiole engainant, portant un limbe penninervé, oblong-
lancéolé, long d’une cinquantaine de centimétres, glabre sur les deux faces (Ali,
2013).

v Les fleurs : sont généralement jaunes et assemblées (Jourdan, 2015). Elles possedent
un calice tubulaire, court, présentant 3 dents inégales, une corolle tubulaire a sa base,

puis divisee en 3 lobes jaunes inégaux (Hombourger, 2010).
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Fig. 1. 12. Schema représentatif de Curcuma longa L (rhizome, feuille et fleurs)

I. 2. 1. 5. Utilisation de Curcuma longa L

Le Curcuma est utilisé en association avec d’autres plantes ou épices pour des raisons
variées (Jourdan, 2015). Le principal usage du curcuma est alimentaire en tant qu’épice ou il
est utilisé sous forme de poudre. C’est un ingrédient largement utilisé dans différentes
cuisines dans le monde telles que les cuisines asiatiques et créoles (Lamouche, 2011).

De maniere ancestrale , il fait partie d’un des principaux médicaments de la méedecine
Ayurvédique, médecine traditionnelle Indienne, et est utilisé de fagon récurrente comme
composant de masque traditionnel de beauté a travers le monde. Le principe actif qui confére
au curcuma toutes ces propriétés bienfaisantes est la curcumine (Lamouche, 2011).

La curcumine est un traitement efficace pour diverses affections respiratoires, par exemple
I’asthme, 1’allergie, ainsi que les désordres hépatiques, I’anorexie, les rhumatismes, les
rhumes, les sinusites (Araujo et Leon, 2001).

En médecine chinoise, le curcuma est utilisé pour traiter les maladies associées aux

douleurs abdominales, pour ses propriétés carminatives et anti infectieuses. Dans 1’ancienne
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médecine hindoue, il était utilisé pour traiter les entorses et les enflures et a travers 1I’Orient
comme anti-inflammatoire (Grubben, 2005).
I. 2. 2. Zingiber officinale ou gingembre
l. 2. 2. 1. Historique

Le gingembre est lI'une des premieres épices orientales a rallier le bassin méditerranéen,
probablement gréce aux phéniciens. En Egypte antique, il entre dans le processus de
momification (Chouleur et al., 2009) (fig. I .13).

Fig. 1 .13 : rhizome de Zingiber officinale ou gingembre

Au XI1Ie™ siécle, les arabes exportent le gingembre en Afrique orientale, et les
portugais en Afrique occidentale. Dés le début du XV1°™ siécle, le gingembre est introduit
dans le Nouveau Monde (Aux Antilles, au Mexique), et rapidement, la production dépasse les
espérances. Au XVI1°™ sigcle, le gingembre gagne le Brésil ou il est largement cultivé. C'est
aussi a cette époque qu'il est introduit dans les jardins botaniques européens (Chouleur et al.,
2009).

l. 2. 2. 2. Etymologie

Le nom Zingiber officinale et sa traduction frangaise « gingembre » proviennent du mot
sanskrit shringavera, qui signifie « en forme de bois de cerf », en allusion a la forme des
jeunes pousses sortant de son rhizome (Butin, 2017).

Apparait ensuite le nom grec ziggiberis, qui découlerait du nom arabe zangabil. Le
terme latin zingiber apparait plus tard, et est a I’origine du nom de genre botanique Zingiber.

Il est adapté en vieux frangais en « gingibre », pour finalement s’écrire « gingembre » a

partir du X111°™ siécle (Minker et al., 2012 ; Butin, 2017).
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1.2.2.3. Taxonomie et classification botanique
La systématique du gingembre est présentée dans le tableau I. 4.

Tableau. I .4. Classification taxonomique de gingembre

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantae
Classe Liliopsida (ou

Monocotylédones)

Ordre Zingibérales (ou Scitaminales)
Famille Zingibéracées
Genre Zingiber
Espece Zingiber officinale Roscoe

Autre noms utilises : Epice blanche, ginger, jenjanb (Faivre et al., 2006 ; Gigon, 2012)

I. 2. 2. 4. Description botanique

Le gingembre est une plante tropicale herbacée vivace poussant dans les régions en
soleillées et humides, se dressant sur une tige de 1,50 m en moyenne, mais pouvant atteindre
3m de haut. La partie souterraine utilisée est le rhizome (fig. I. 14). Celui-ci se divise dans un
seul plan et est constitué de tubercules globuleux ramifiés. La peau du rhizome est beige pale

et sa chair est jaune pale juteuse et parfume (Gigone, 2012).

Fig. I. 14. Schéma représentatif de Zingiber officinale (rhizome, feuille et fleurs)
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Il devient de plus en plus fibreux avec 1’age, couvert de feuilles écailleuses et pourvu a
sa partie inférieure de racines cylindriques. Ses feuilles sont persistantes bisériees, longues,
étroites, lancéolées, pointues et longues de 20 cm. Elle possede deux sortes de tiges : tiges
hautes stériles servant a l'assimilation chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20cm
environ) portant des fleurs irréguliéres en épi. L'inflorescence est en courts épis axillaires trés
serrés, a tige couverte d'écailles, entourée de spadice dense : grosses bractées vert jaune
cireuses, superposées. Elle a des fleurs parfumées blanc jaune, avec des trainées rouges sur les
lévres. La floraison a lieu entre les mois d'aout et novembre (Faivre, 2006).

I. 2. 2. 5. Utilisation de gingembre

v’ Usage culinaire a travers le monde

Dans la cuisine indienne, c'est un ingrédient dans différents mélanges d'épices sauces,
comme le* masala® ou le “Vindaloo®.

Les rhizomes sont souvent employés dans la cuisine chinoise et la cuisine hongrois pour
couvrir les odeurs et saveurs fortes et pour parfumer biscuits et gateaux. Il est aussi
consommé en Afrique de I'Ouest sous forme de jus pressé (sucré) appelé “Gnammankoudji
(Yagmurand et Caru, 2015).

v Usage cosmétique

L’huile essentielle de gingembre apporte une note a la fois chaude et délicate, épicée et
citronnée aux produits cosmetiques et aux parfums maison. Tonique, elle aide a stimuler la
pousse de cheveux (Guib-Fakim, 2006).

v’ Usage thérapeutique ancestrale

Depuis trés longtemps dans les médecines traditionnelles asiatiques, le gingembre utilisé a
des fins médicales avant de I'utiliser dans le domaine culinaire. La décoction est 1’'une des
méthodes traductionnelles de préparation de rhizome de gingembre pour le soin des maux
physiques (Ujang et al, 2015), a savoir :

= Digestions difficiles, flatulences, constipations, troubles intestinaux.

= Nausées, mal de transport, maux de ventre, le diabéte, hypertension artérielle et

stimuler la circulation sanguin.

= Les douleurs dentaires.

= Bronchite, sinusite, toux, catarrhe chronique.

= || est utilisé comme un anti-inflammatoire pour traiter les douleurs articulaires,

rhumatismes et la fatigue musculaire (Ujang et al., 2015).

v Usage thérapeutique actuel
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Aujourd’hui, Zingiber officinale Roscoe est disponible sur le marché sous forme des
compléments alimentaires d’indications diverses telles qu’anti-hyper glycémique,
antiémétique et en cas de dégénérescence des organes (améliore la circulation dans les
vaisseaux capillaires); variées en fonction de I’état de rhizome. Il se trouve sous forme
d’extrait sec contenu dans des gélules, sous forme liquide, en teinture ou en ampoules
buvables (Butin 2017).

I. 2. 3. Saussurea costus
I. 2. 3. 1. Historique

Fut décrit pour la premicre fois par Folcner en 1841 qui I’est baptis¢ Aucklandia costus,
dans « Les Annales Et Magazines De L’histoire Naturelle », a I’honneur du Lord Auckland.
Joseph Decaisme I’a décrit en nom d’Aplotaxis lappa en se basant sur la collection
Jacquemont du Cachemire.

Fig. 1. 15. Racine de Saussurea costus

En 1947, Carl Heinrich Schultz lui a transféré avec beaucoup d’autres especes du
genre Aplotaxisvers le genre Saussurea et a reconnu Aplotaxis lappa . Comme synonyme de
Saussurea lappa Sch. En 1891, Kuntze a utilisé le terme Theodorea comme le nom correct de
ce genre, a ’honneur de Theodore de Saussure. En 1964, le nom Saussurea costus a été
accepté comme le nom correct de Theodorea costus (Kasana et al., 2018). Ses appellations
différent d’un pays a un autre (tableau I. 5).

l. 2. 3. 2. Etymologie

Les différents noms de costus sont résumés dans le tableau | .5.
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Tableau I. 5. Etymologie de Saussurea costus (Kirtikar et Basu, 2001 ; Pandey et al., 2007;
Tabata et al., 2015; Akbar, 2020; Nadda et al., 2020).

Langue Appellation
Allemand Indischekostuswurzel, Practigekostwurz
Anglais arabian costus, kutroot
Arabe sig) hasdl)
Chine Mu Xiang, Yunmuxiang
Francais costus, costus elégant
Hindi Kut (Gujrati), Kur (Bengali), Postkhai
(Kashmiri).
Japonnais Mokko

I. 2. 3. 3. Taxonomie et classification botanique

La classification du costus est mentionnée dans le tableau 1. 6 (Zahara et al., 2014).

Tableau I. 6. Classification taxonomique de Saussurea costus

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales

Famille Asteraceae
Genre Saussurea
Espéce Saussurea costus

I. 2 .3. 4. Description botanique

Saussurea costus est une plante vivace, dressée pubescente sa tige robuste droite et
fibreuse (Akbar, 2020),mesure de 1 a 2m de haut et porte des feuilles charnues, alternes,
lobées et irrégulierement dentées, scabreuses au-dessus et glabres au-dessous, auréolées,
triangulaires et larges a la base mesurant 0.5 a 1.25m de long avec un pétiole ailé. Elles

deviennent plus petites et rondes au sommet et brievement pétiolées avec deux lobes qui

enserrent presque la tige (Pandey et al., 2007 ; Nadda et al., 2020).
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Fig. 1 .16. Champs de costus Fig. | .17. Partie florale du costus

Les capitules florales (fig. 1 .17) dépourvues de pédoncule sont d’un pourpre bleuté a
presque noir, dures, arrondies, de 2.4 a 3.9cm de diametre, elles se regroupent souvent en
amas axillaires des feuilles ou en extrémité, en nombre de 2- 5 (Pandey et al., 2007 ; Nadda et
al., 2020). Les bractées nombreuses, sont ovales ou lancéolées, rigides et glabres, longuement
pointues, courbées en arriére, et de couleur violette, pubescentes quand elles sont encore
jeunes, glabres a maturité (Pandey et al., 2007 ; Akbar, 2020) (fig. I. 17).

Les racines séchées, grosses et épaisses, ont une forme de doigts mesurent de 8 a 12 cm
de long sur 1 a 3cm de diamétre (Hassan et Masoodi, 2020) jusqu’a 5.5cm (Khan et al, 2013)
rétrécies au centre et parfois striées (Hassan et Masoodi, 2020) (fig. I .18).

Fig. I .18. Racines du costus

I. 2. 3. 5. Utilisation costus

v’ Utilisation traditionnelle de la plante

Les racines du Saussurea costus ont été largement utilisées dans la médecine
traditionnelle pour traiter les maladies avec un syndrome inflammatoire tel que la gastrite,
I’arthrite rhumatoide, 1’asthme et les bronchites. Dans la partie Sud du Cachemire, de

I’Himalaya, et du Pendjab, les racines sont utilisées aussi pour traiter les dysenteries, les maux

22
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de téte, la rage des dents, et les problémes de peau (Amara et al., 2017).

v’ Usage thérapeutique du Saussurea costus

Les recherches phytochimiques ont montré que les STL (Sesqui terpénes Lactones),
constituant les composants les plus réactifs du Saussurea lappa, ont plusieurs activités
pharmacologiques y compris I’effet antispasmodique, anti-inflammatoire, immuno-
modulateur, antioxydant et antimicrobien....etc.(Amara et al., 2017).
I. 3. Activités biologiques des extraits végétaux

Les extraits végétaux sont largement utilisés pour leurs propriétés et activités
biologiques & savoir: [lactivit¢é antibactérienne, antifongique, insecticides, anti-
inflammatoire...etc (Silou et al., 2003). Des études sur les différents composants extraits ont
montré d’importants modes d’action biologique pour éventuelle application en santé. Certains
d’entre eux constituent des alternatives efficaces a des composés synthétiques de I’industrie
chimique, sans qu’il y ait apparition d’effets secondaires (Bakkalia et al., 2007).

Les produits végétaux sont particulierement riches en métabolites secondaires qui
peuvent étre exercé des rbles biologiques divers. Dans notre travail on s’intéresse a I’activité
antimicrobienne et I’activité anti-inflammatoire des extraits végétaux des trois plantes
médicinales : gingembre, curcuma et costus. Cette activité est liee a leur composition
chimique.

I. 3. 1. L’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits des plantes médicinales est principalement li¢e
a leur composition chimique et en particulier a la nature de leurs composés majoritaires. En
effet, il est admis que I’activité antimicrobienne de ces plantes se classe dans [’ordre
décroissant suivant la nature de leurs composés majoritaires : Phénol >alcool >aldéhyde
>cetone >oxyde >hydrocarbure >ester (Lee et al., 1971).

L’activité antimicrobienne a été attribuée a la fonction phénolique des flavonoides,
cette activité est sensée augmenter avec le nombre de substituant hydroxyles, méthoxyles ou
glucosyle. Les structures les plus efficaces étant les flavones et les flavanones. De hombreuses
études ont montré D’effet antimicrobien des tanins sur différentes bactéries, virus et
champignons, dans les infections pulmonaires ils agissent grace a une action inhibitrice sur la
croissance microbienne. Les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens
puisqu’ils sont de puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase (Boudjelal, 2009).

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des plantes, il est
probable que leurs activités antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,

mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002). Le mode d’action
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dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier
leurs propriétés hydrophobe qui leurs permet de pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement
de conformation de la membrane, une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions K*ce
qui entraine une diminution du gradient ionique trans membranaire (Khedis et Aid, 2020). Ce
mécanisme a été observé avec I’huile de I’arbre a thé sur les bactéries Gram positif (S. aureus)
et Gram négatif (E. coli) et la levure (Candida albicans) in vitro (Cox et al, 2000 ; Carson et
al., 2002).

Le mode d’action des extraits des plantes médicinales dépend aussi du type de
microorganismes: en général, les bactéries Gram négatif sont plus résistantes que les bactéries
Gram positif a cause de la structure de leurs membranes externes. La membrane extérieure
des Gram négatif est plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) et en protéines que celle des
Gram positif qui la rend plus hydrophile, ce qui empéche les terpenes hydrophobes d’y
adhérer. Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le
thymol et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux LPS
membranaires grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure
plus vulnérable (Dorman et Deans, 2000).

Thongsson (2005) (Khedis et Aid, 2020) ont rapporté que I’huile essenticlle de
curcuma et de gingembre est efficace sur Listéria monocytogenes mais non sur les
salmonelles. 1l a été rapporté, également, que la fraction huileuse de Curcuma longa et la
curcumine suppriment la croissance de plusieurs bactéries comme Streptococcus,
Staphylococcus et Lactobacillus. La curcumine joue un réle dans I’inhibition de la croissance
de Helicobacter pilori (Khedis et Aid, 2020).

L’effet antibactérien des extraits de curcuma et gingembre et costus est évalué¢ dans
cette étude par la technique de diffusion sur I’agar.

L’échelle de I’estimation de I’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al. (2009), ils
ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en 5 classes :
v' D>30mm : Trés fortement inhibitrice.
v" 21mm<D<29mm : Fortement inhibitrice.
v" 17mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.
v 11mm<D<16mm : Légérement inhibitrice.
v

D<10mm : Non inhibitrice.
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I. 3. 2. L activité anti- inflammatoire
I. 3. 2. 1. Définition de ’inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de
maintenir son intégrité (fig. 1.19). L'inflammation est un processus habituellement bénéfique,
son but est de mobiliser le systéme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogene et de réparer
les lésions tissulaires. Parfois I'inflammation peut étre néfaste du fait de I'agressivité de I'agent
pathogéne, de sa persistance, du siege de l'inflammation, ou encore de régulations anormales

du processus inflammatoire (Zerbato, 2010).

Fig. 1. 19. Schéma présentant la réaction inflammatoire

I. 3. 2. 2. Les Types de la réaction inflammatoire
I. 3. 2. 2. 1. L’inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
a quelgues semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes
vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante
(Zerbato, 2010).

Nous prendrons I’exemple d’une plaie avec coupure (bréche vasculaire).(fig. 1. 20).
Ceci va entrainer une réaction locale qui vise dans un premier temps a stopper 1’hémorragie
puis a recruter les cellules inflammatoires au niveau du tissu lésé, pour finir par réparer le

tissu.
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Fig. I. 20. Schéma représentatif d’une coupe au niveau d’une plaie

La réaction de I’inflammation aigue se déroule en trois principales étapes :
v phase d’initiation : phase vasculaire et activation des cellules résidentes
Suite a une 1ésion d’un, les plaquettes sont activées trés rapidement : elles interviennent,
avec ’aide de facteurs pro-coagulants présents dans le plasma, pour colmater la bréche et
limiter I’accés des pathogénes a 1’organisme (fig. I. 21). Les plaquettes activées libéerent aussi
des protéines aux propriétés agrégantes et vasoconstrictrices (rétrécissement du diametre des
vaisseaux) puissantes. L’activité de vasoconstriction est extrémement bréve et sert a limiter

les « fuites » de sang.

Lu’ss u J
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Activationde ta \ Activationdes
coagulation (2) plaquettes(2)
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Fig. I. 21. Activation plaquettaire au cours des premieres étapes de la phase vasculaire
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Apres la 1ésion et a ’entrée d’agents pathogene, les cellules sentinelles de I'immunité
(les macrophages, les mastocytes et les cellules dendritiques : Ces cellules proviennent de
la moelle osseuse et ont colonisé ensuite les différents tissus de I’organisme. Au niveau du
tissu, elles sont les premiéres a étre activées suite a la reconnaissance du microbe,
détectent des signaux de danger. En effet, ces cellules sentinelles expriment sur leur
membrane des récepteurs de I'immunité innée. Ces récepteurs reconnaissent les molécules
« eétrangéres » : composants de la paroi ou de la membrane des bactéries ou des

champignons, protéines virales,....etc. . (Fig. I. 22).

Différents microbes X
reconnusparle <4 0 ) Q

meéme PRR 3 . o

Récepteur PRR —

Macrophage

Fig. 1. 22. Reconnaissance des pathogenes par les cellules phagocytaires : les
macrophages et les cellules dendritiques expriment des récepteurs reconnaissant des
motifs présents a la surface de nombreuses bactéries mais absents des cellules de

mammiferes (PRR : Pattern Recognition Receptor).

v" La phase d’amplification
Les cellules sentinelles sécrétent des médiateurs chimiques de I’inflammation
(I’histamine, les prostaglandines et les cytokines) (fig. I. 23). Les symptdmes de la
réaction inflammatoire, a savoir : rougeur, chaleur, gonflement et douleur, sont alors

mis en place.
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Fig. I. 23. Les diverses cellules et molécules impliquées dans le déclenchement de la réaction

inflammatoire aiglie (PAMP : Pathogen Assiciated Molecular Pattern)

par chimiotactisme des phagocytes.

mobilité des granulocytes.

Les mastocytes : libérent de I’histamine et des prostaglandines qui permettent I’attraction

Les macrophages : liberent des cytokines engendrant une hyperthermie qui augmente la

Ainsi, des molécules libérées sue le lieu de I’agression facilitent la venue des ¢léments

actifs du systeme immunitaire, en particulier les cellules phagocytaires qui franchissent la

paroi des vaisseaux sanguins par diapédese. La migration des cellules s’accompagne d’un

transfert et accumulation locale de plasma qui crée I’cedéme (Fig. 1. 24).




Chapitre | Généralités

macrophage ayant

phagocyté le microbe { g Fhagocyte

lLssu N
o} { = Endotim
microbes { B S — Memtrane
D I ) besate
© D [
e
S ) rmpitene o
i =y
cytokines Do [ o W
(’; ~ ~ w, h
2. Les cytokines activent les 3. Uhistamine se fixe sur les 4. Les chimiokines attirent
celiules endothéliales : fixation  cellules endothélioles : les globules blancs
des globules blancs a la paroi vasodilatation & eedéme circulantvers le tissu Iés€

Fig. 1. 24. Schéma montrant la vasodilatation et chimiotactisme induit par les

messages sécrétés par le mastocyte et le macrophage activé

L’importance des symptomes de la réaction inflammatoire pour ’organisme réside dans
I’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins qui favorise un afflux de molécules
et de cellules immunitaires sur le lieu de I'infection, la douleur alerte 1’organisme d’une
agression. Tandis que ’augmentation de la température favorise le déplacement des cellules
immunitaires et inhibe par exemple de développement des microorganismes pathogenes.

Le tableau 1.7, montre les différents médiateurs chimiques de 1’inflammation et les effets

physiologiques qui en résultent.

tumiére vasculaire Milieu extravasculaire
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Tableau I. 7. Les médiateurs chimiques de 1’inflammation

Molécules

Cellules sécrétrices

Effets physiologiques

Consequence dans le corps

Histamine

Mastocytes

Granulocytes

Vasodilatation

Augmentation de la perméabilité vasculaire avec un afflux de sang

dans les tissus et une sortie de plasma sanguin

Rougeur, chaleur et

Gonflement (cedéme)

Prostaglandines | Mastocytes Vasodilatation, augmentation de la perméabilité vasculaire avec un
afflux de sang dans les tissus et une sortie de plasma sanguin, douleur et fievre
Stimule les récepteurs sensoriels
Interleukines Mastocytes Augmentation du recrutement et de la production des cellules et | Responsable d’une sensation
Macrophages des molécules de I'immunité innée et engendrent une | de chaleur

Cellules dendritiques

hyperthermie.
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v'La phase d’élimination du pathogéne et de réparation tissulaire
La réaction inflammatoire doit étre limitée dans le temps. Cette derniere phase de
réparation dépend du degré de Iésion au niveau du tissu et peut prendre 10 a 15 jours.
Dans le meilleur des cas, les microbes ont été éliminés par les neutrophiles (Fig. 1.25),

et éventuellement les macrophages.

Acidification (pH 3.5)

Produits toxiques de I'oxygéne MICROBICIDIE

Produits toxigues de 'azote &
Dommages

Produits anti-microbiens (défensines, ...) . . .
tissulaires ...

T Enzymes {lysusyme, bydrolases acides)

Fig. 1. 25. Elimination des agents pathogenes par les neutrophiles
(Les neutrophiles, apreés ingestion du microbe, produisent et déversent, au niveau du tissu lésé,
des composés hautement réactifs (un peu comme de I’eau oxygénée !), contenus dans leurs
granules : il s’agit de formes réactives de 1’oxygéne, de monoxyde d’azote et de peptides

antimicrobiens.)

Les produits de dégradation et les débris cellulaires sont phagocytés par les
macrophages qui vont secréter des cytokines induisant la phase de cicatrisation et de
régénération tissulaire. Le retour a 1’état normal nécessite une réparation des tissus
Iésés qui peut se faire :

* par les cellules endothéliales elles-mémes (production de collagéne, laminine,...) en
cas de faibles dégats ;

» par d’autres cellules, si D’atteinte est plus grave et des tissus détruits : les
macrophages vont participer a la réparation des vaisseaux (angiogénese) et les
fibroblastes vont produire les protéines de la matrice extracellulaire (collagéne,
fibronectine, laminine) pour permettre la reconstruction du tissu. Cette réparation
tissulaire met 1’angiogénese au repos. Apres une blessure, ’angiogénése (création de
nouveaux vaisseaux sanguins) permet de restaurer le flux sanguin aprées réparation des
tissus lésés.

I. 3. 2. 2. 2. L’inflammation chronique

La persistance de la réaction inflammatoire et la perturbation de son contréle
physiologique conduisent a la chronicité de I’inflammation. En effet, une infiltration

excessive des leucocytes au niveau du site inflammatoire et une mauvaise élimination
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de l’agent causal de [D’inflammation sont a lorigine du développement de
I’inflammation chronique (fig. 1.26). L’inflammation chronique est également
provoqueée dans le cas de certaines maladies auto-immunes, ou des antigénes du soit
activent continuellement le systéme immunitaire. La réponse inflammatoire chronique
est ainsi caractérisée par une longue durée. C’est ce qui arrive dans les crises de la
goutte par exemple, causées par le dépdt de cristaux d’urate dans les tissus. La
présence de ces cristaux attire les neutrophiles qui les phagocytent. Etant résistants a
I’action des enzymes lysosomiales, les neutrophiles n’arrivent pas a s’en débarrasser et
les rejettent avec leurs enzymes dans les tissus environnants. Ce qui conduit au
recrutement de nouveaux leucocytes, essentiellement les macrophages et les

lymphocytes et amplifie la réponse inflammatoire qui devient chronique (Sellal, 2009).
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Fig. 1. 26. Quelques exemples de maladies inflammatoires de type chronique

» Rappel sur la synthese des prostaglandines

Les prostaglandines ont pour origine métabolique 1’hydrolyse des phospholipides
membranaires. Cette biotransformation fait intervenir les phospholipases A2 transformant
ainsi ces phospholipides en acide arachidonique. Celui-ci sera ensuite métabolisé en produits

oxygénés par I’intervention de plusieurs enzymes tels que les cyclo-oxygénases (fig. 1.27).




Chapitre | Généralités

Phospholipides

| Phospholipase
Y
Acide arachidonique

| Cyclooxygénases (COX)
Y
Prostaglandines H et G

|

Prostacyciine | r’-‘ros.’ag.'andmes\ Thromboxanes

synthase | synthase \sp:.‘nase
+ | SIS Re,

Prostacycline (_Prostaglandines E, FetD> Thromboxanes AetB

Fig. I. 27. Résumé du métabolisme de I’acide arachidonique

La COX-1 est constitutive c'est-a-dire qu’elle est présente de fagon permanente dans
une grande majorité des cellules. Elle permet un maintien de I’homéostasie de ’organisme. A
I’inverse la COX-2 est inductible, et n’est activée que par les facteurs d’inflammation que
sont les cytokines et les polysaccharides, en réponse a une réaction inflammatoire (tableau
1.8). Les prostaglandines produites par la COX-1jouent surtout un rble physiologique (en
particulier la protection gastrique), alors que celles produites par la COX-2 sont surtout

produites dans des conditions inflammatoires (Vonkeman et al, 2008).

Tableau I. 8. Différences entre les deux COX

COX-1 COX-2
Consécutive Inductible

Type d’enzyme Maintien I’homéostasic de | Réponse a une réaction

I’organisme inflammatoire
Présente dans I’estomac, le | Activité des stimuli comme les

Réle rein, le colon, les plaquettes | cytokines par exemple

et la plupart des autres tissus | Présente dans les monocytes et les

macrophages

I. 3. 2. 3. La thérapeutique anti-inflammatoire
Elle est généralement menée par des molécules de synthéses du type anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS) ou stéroidien (corticoides), médicaments largement

utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en particulier la toxicité sur le
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systéme rénal et digestif (irritations digestives pouvant aller jusqu’a ’ulcération gastrique)
(Das, 2011).
I. 3. 2. 3. 1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments a propriétés
anti- inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent une grande hétérogénéité
chimique mais ils ont en commun I’inhibition non sélective de I’enzyme cyclo-oxygénase
(COX) (Bidaut- Russel, 2001). Les AINS traditionnels inhibent les deux enzymes capables
de synthétiser des prostaglandines : la COX-1 et la COX-2 (fig. I. 28).

phospholipides dles membranes
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Fig. 1. 28. Mode d’action des AINS

I. 3. 2. 3. 2. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides sont des derivés du
cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires
chroniques tel que D’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immune (Payne et Adcock,
2001). L’usage des glucocorticoides est associ¢ a de nombreux effets indésirables, le risque
d’apparition de ces effets s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement ;
conduisant a des troubles aigus tels que I’hypertension artérielle et d’ulcéres gastro-
duodénaux (Henzen, 2003).
I. 3. 2. 3. 3. Les anti-inflammatoires naturelles

Les effets anti-inflammatoires des polyphénols, qui peuvent étre exercées au niveau

moléculaire, sont dépendants de la structure spécifique des composés polyphénoliques. Les
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fonctions de macrophage, y compris la production de cytokines, peut également étre affectée
par certains flavonoides par la modulation de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) et
I’oxyde nitrique synthase inductible. Plusieurs études expérimentales ont rapporté les effets
immuno modulateur des composés polyphénoliques sur I’immunité humorale et cellulaire
(Neyestani, 2008).

Les extraits du gingembre montrent également des activités pharmacologiques,
notamment anti-inflammatoires, par I’inhibition d’importantes enzymes de régulation. En
effet, le gingerol, le shogoal et le paradol sont des puissants inhibiteurs de la production des
prostaglandines, des leucotriénes et des molécules pro-inflammatoires trés actives. Cet effet
est di a la réduction du métabolisme de I’acide arachidonique par [I’inhibition de la

lipooxygénase et de la cyclooxygénase (Setty et Sigal, 2005 ; Lantz et al., 2007).
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Ce travail a été effectué dans les laboratoires du département de Sciences de la
Matiere (SM) de I’Université de Médéa et le groupement de SAIDAL Médéa pendant une
durée de 3 mois : mars-avril —-mai 2022 dont le but est d’évaluer le potentiel antimicrobien et
I’activité anti-inflammatoire in- vitro de trois extraits végétaux (curcuma, costus indien et
gingembre) utilisés dans la meédecine alternative afin d’infirmer ces utilisations
traditionnelles.

I1. 1. Matériel et méthodes
1. 1. 1. Matériel biologique
Il. 1. 1. 1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a 1’espéce « Zingiber officinale»,
«Curcuma longa L» et «Saussurea lappa», reconnues sous les noms de gingembre, curcuma
et de costus indien, respectivement. La partie utilisée est le rhizome (curcuma et gingembre)
et les racines pour costus. Ces rhizomes et racines sont commercialisés chez les herboristes
de la wilaya de Médéa sous forme de rhizome et racines secs .

Il. 1. 1. 2. Les souches microbiennes

e Lessouches bactériennes

L<activité antimicrobienne des extraits de curcuma , gingembre et costus a été testé contre :

v' Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Bacillus Subtilis ATCC 6633

Klebsiella pneumoniae (souche sauvage)

AN NN N

Proteus mirabilis (souche sauvage)
e Lalevure
v’ Candida albicans ATCC 10231
v Saccharomyces Cerevisiae ATCC 9763
Le matériel bactérien utilisé dans cette étude a été fourni par Laboratoire de
Microbiologie de Service de Contr6le Qualité de groupe SAIDAL, Médéa. Ces souches
de référence et souches sauvages ont été conservées au réfrigérateur a 4°C.
Il. 1. 2. Produits chimiques

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont cités dans le tableau I1. 1.

Matériels et Méthodes




Chapitre 11 Matériels et Méthodes

Tableau I1. 1 : Réactifs, produits chimiques et milieux de culture

Reéactifs et produites chimiques Milieux de culture utilisés

Ethanol, propyléne glycol, glycérine, chlorure Gélose Nutritif (G.N)
Ferrique, hydroxyde de sodium, [I’acide Milieu Mueller Hinton (M.H).
anhydride, I’acide sulfurique, liqueur de Fehling,

réactif de Folin- ciocalteu, carbonates de

sodium, tampon phosphate PBS, solution hypo

salin, ’acide gallique, I’eau distillée

Il. 1. 3. Appareillages et verreries
Tous les appareillages et verreries utilisés dans ce travail sont cités dans le tableau I1.2.

Tableau Il. 2 : Appareillages et verreries

Appareillage verreries Autre consommable
balance électrique, bain marie, plaque cristallisoir, béchers, papier filtre, boites de pétri,
chauffante, thermometre, pH metre, verre de montre, flacons, disques en papier filtre,
réfractometre,  densitométre,  etuve, burettes graduees, écouvillons, pince, bec

Rota-évaporateur, broyeur domestique, erlenmeyer, entonnoirs, bunsen.
autoclave, spectrophotometre, vortex, tubes a essais,

centrifugeuse, micropipette,

conductimetre .

11. 2. Méthodologie
I1. 2. 1. Broyage
Les rhizomes secs de gingembre, curcuma et les racines de costus indien sont broyés a

’aide d’un broyeur électrique jusqu’a ’obtention d’une poudre fine. Puis, ces poudres ont été
conservées dans des boites en plastiques alimentaires, hermétiquement scellées, a 1’abri de

la lumiére et de I’humidité pour des analyses ultérieures.
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Fig. I1. 1. Préparation de poudre des différentes plantes (photo originale)

Il. 2. 2. Préparations des extraits

L’extraction solide-liquide par un solvant est une opération qui consiste a laisser

macerer la matiere végétale (broyat) des plantes étudiées, dans le solvant pour extraire les

principes actifs.

Dans notre travail,

différents solvants ont été utilisés a savoir :

I’eau distillée, le

glycérol, I’éthanol et le propyléne glycol. Les conditions d’extraction sont présentées dans le

tableau II. 3.
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Tableau I1. 3. Conditions de préparation des extraits végétaux de : curcuma, costus indien et gingembre

Solvant La matiére végétale Volume du solvant Conditions Temps
(9)
Eau distillé 100 1000 ml Laisser macérer & T° ambiante 24 h
Etapel : chauffez a 80°C 1h
Glycérol/ED 100 4209/280ml
Etape 2 : Laisser macérer a T° ambiante et a 15 jours
I’obscurité
Ethanol/ED Etape 1: Mettez dans un bain marie bouillant 30 mn
125 375ml/125ml 80°C
Etape 2 : Laisser macérer a T° ambiante et a 15 jours
I’obscurité
PG/ED 200 100g/900ml Laisser macérer a T° ambiante et a I’obscurité 1 jours

ED : eau distillée, PG : propyléne glycol
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A la fin de chaque opération une filtration au papier wathman N°=9 a été réalisée a fin

de récupérer ’extrait.

Fig. 1. 2. La filtration de I’extrait (photo originale)

I1. 2. 3. Détermination du rendement
Le rendement est déterminé a 1’aide de rota-évaporateur ( Fig. 11.3) . Cet appareil
permet d’éliminer rapidement le solvant, volatil, par évaporation. Le principe est basé sur

I’abaissement du point d’ébullition avec pression.

Fig. 11. 3. Montage expérimentale de rota évaporateur (photo originale)

Le rendement en extrait sec est définit comme étant le rapport entre la masse de

I’extrait sec obtenu et la masse du matériel végétal traité en gramme. Ce rendement est

40
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calculé via I’équation (1) (Carré, 1953) :

R (20)= (M/MO) X 100.u.cutuinreninreninienruienrasiresensetasesasesessasessssensasenssssnssssass @
R (%): Rendement exprimé en % ;

M: Masse en g de I’extrait sec résultant ;

MO: Masse en (g) de la matiere vegétale initiale utilisée pour I’extraction.

Il. 2. 4. Caractérisation des extraits végétaux bruts
Il. 2. 4. 1. Caractérisation organoleptique
Il s’agit de I’analyse sensorielle des caractéristiques des extraits obtenus. Elle consiste en
I’observation des extraits bruts puis apprécier la couleur et ’odeur.
I1. 2. 4. 2. Analyses physicochimiques
> Détermination de la densité
Le principe de fonctionnement est bas¢ sur la mesure directe de la densité a 1’aide d’un

densitométre avec présentation numérique des résultats en unités Mc Farland (Fig. 11.4).

Fig. 1. 4. Densitométre (photo originale)

» Détermination de I’indice de réfraction

La mesure a été effectuée directement a 1’aide d’un réfractometre de type 2 waj abbe
banche. Apres avoir ajusté la ligne horizontale, les résultats apparait immédiatement (Fig.
11.5).

Fig. Il. 5. Réfractométre et la lecture de I’indice de réfraction (photo originale)

a1
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» Détermination de pH
La mesure de pH a température ambiante a été réalisée par le trempage directe de la sonde

du pH meétre (Fig. 1.6 ) dans I’extrait a caractériser.

S

Fig. I1. 6. Mesure de pH des extraits vegétaux obtenus

» Détermination de la conductivité
La mesure a été effectuée directement a 1’aide d’un conductimetre.
Il. 2. 4. 3. Screening phytochimique

Le screening phytochimique a été réalisé sur les différents extraits par des réactions
usuelles a I’aide des réactifs de caractérisation classique.

Les différentes techniques de détection utilisables pour un screening des composés
actives doivent étre simples, rapides, reproductibles et sensibles. Ces méthodes sont donc
qualifiée a la détection de quelques groupes chimiques (alcaloides, tanins, flavonoides,
saponines, terpenes, composés réducteurs,...). Elles n’ont d’ailleurs qu’une valeur indicative,
et une affirmation ultérieure par des méthodes plus précises et plus sélectives est
indispensable (Bruneton, 2009).

Nous avons utilisé la méthode de Haddouchi et ses collaborateurs (2016). Pour les tests
suivants :
» Test des Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 2 ml de ’extrait aqueux, 1 a2
gouttes de solution de chlorure ferrique (FeCls) diluée a 0,1%. L’apparition d’une coloration
verte foncée indique la présence des tanins condensés ou bleu vert indique la présence des
tanins hydrolysables.

» Test des quinones
A 2 ml de I'infusé, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 10%. Le virage de la couleur

de la phase aqueuse au jaune, rouge ou violet témoigne de la présence des quinones.

Matériels et Méthodes
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> Test des terpénoides
La détection des terpénoides est mise en évidence en mélangeant 2 ml d’extrait avec 2
ml d’acide anhydride, puis par I’ajout de 1ml d'H>.SO4 au fond de tube sans agitation. La
formation d’une coloration brune rougeatre a I’interface du I’extrait révele la présence des
terpénoides.
> Test des composés réducteurs
Introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling et
incuber I’ensemble 8 min dans un bain marie bouillant. L apparition d’un précipité rouge
brique indique la présence des composés réducteurs.
I1. 2. 4. 4. Dosage des polyphénols totaux
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée par méthode colorimétrique
avec un spectrophotométre en utilisant I’essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phenoliques
réagissent avec le réactif de Folin-ciocalteu. Le melange, d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HzPMO12040), est réduit, lors de I’oxydation
des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et molybdéne (MOgO2s3).
La coloration produite, dont I’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et al,
2006).

Pour évaluer la teneur des extraits végétaux en polyphénols, on a pris 0.1ml de
chaque extrait auquel on a ajouté a 100 ul du réactif de Folin- ciocalteux (dilue 10 fois dans
I’eau distillée). Apres agitation, on a laissé le mélange reposer 5 minutes, puis on a ajouté 2ml
de solution de carbonate de sodium (2%), fraichement préparée. Aprés incubation de 30
minutes a température ambiante et a ’obscurité, on a effectué une lecture de 1’absorbance a
700 nm par un spectrophotometre UV (Boumerfeg et al., 2009)( Fig. 11.8.)

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique a différentes concentrations (0.1- 1 mg/ml).
Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

milligrammes d’extrait (mg EAG/mg d’extrait).

Matériels et Méthodes
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(X ? 100 l du réactif de Folin- ciocalteux

0.1ml de P’extrait a tester

[ Agitation }

Incubation 5min

2ml de solution de
carbonte de sodium (2%)

Incubation a I’obscurité

Température ambiante, 30
min

[ Lecture de la DO a 700nm }

Fig. 1. 7. Le protocole de dosage des polyphénols (originale)

Il. 2. 5. Evaluation de I’activité biologique des extraits végétaux
Il. 2. 5. 1. Evaluation de I'activité antimicrobienne

Les tests de sensibilité et résistance antimicrobienne ont été effectués selon la méthode de
diffusion sur milieu solide (Rota et al, 2008).

Le principe de l'activité antimicrobienne des extraits de plantes consiste a réaliser une
culture microbienne sur milieu Muller- Hinton (MH), en présence de disques imbibés

d’extrait de plante. Si ces derniers ont une activité antimicrobienne, on observera une zone
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d'inhibition autour du disque.
1- Revivification des souches

Les souches bactériennes ont été revivifiées et repiquées dans le bouillon nutritif (Fig. 11.9),
puis incubées a des températures optimales de développement (37°C) pendant 18 heures.

Fig. 1. 8. Revivification des souches bactériennes et préparation de 1’inoculum (photo
originale).

2- Préparation de I’'inoculum

Chague souche est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive puis incubees a 37°C
pendant 24h, pour I’obtention d’une culture jeune. Par la suite, des suspensions microbiennes
seront reéalisées en prélevant 3 a 5 colonies jeunes, bien isolées et identiques. Tremper dans 5
ml d’eau physiologique stérile puis on agite au vortex a fin d'avoir une turbidité cellulaire (10°
a 108UFC/ml) correspondant & une densité optique DO entre 0,08 & 0,12 lue & 625 nm.
Préeparation des milieux de culture

La geélose de Muller- Hinton (milieu spécifique pour la réalisation de I’antibiogramme
(chez les bactéries), prét a 1’'usage, a €té coulée, une quantité équivalente a 18 ml dans des
boites de pétrie stériles. Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a compléte
solidification avant leur emploi.
3- Ensemencement par écouvillonnage

L’écouvillon stérile, trempé et agité dans la suspension bactérienne, préalablement
préparée, est essoré sur la paroi de tube a essai. L’ensemencement consiste en I’étalement par
écouvillonnage d’un milieu Muller —Hinton (Fig. 11.10). L’écouvillon doit passer 2 a 3 fois sur
toute la surface de maniére a obtenir un ensemencement homogene et une culture abondante.

Laisser sécher les boites 10 minutes avant de déposer les disques.
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Fig. 1. 9. Ensemencement par écouvillonnage de la suspension bactérienne (photo
originale).
4- Préparation des disques
Des disques (en papier filtre type Wattman N°1) stériles de 6mm de diamétre ont été
déposé stérilement a I’aide d’une pince stérile sur la boite ensemencée, les disques sont
préalablement imbibés de 10ul de chaque extrait brut de gingembre , de curcuma et de costus
indien a la surface de la gélose Muller —Hinton ou la gélose Saboraud. Les boites de
pétri sont placées a basse température (+4°C) pendent 2h afin de permettre aux extraits de
diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencent a se multiplier; Retirer les
boites du réfrigérateur et les placer a I’étuve, a la température optimale de croissance du
germe a étudier (37 °C) pendent 24 h.
5- Lecture des resultats
Aprés 24 heures d’incubation, mesurer a ’aide d’une regle graduée le diametre de la
zone d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le
disque est proportionnel a la sensibilité du germe vis- a- vis I’extrait végétal du germe.
Il. 2. 5. 2. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in - vitro
v Echantillons de sang humain
Des échantillons de sang frais (environ 6ml) ont été récupérés dans des tubes
héparinisés, a partir du laboratoire du SM ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires
(20- 25 ans) n’ayant pas pris de meédicaments anti-inflammatoires, durant les deux dernieres
semaines avant le prélevement.
v Préparation de la suspension des globules rouges humains
Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000rpm, pendant 10min. Le
surnageant est, par la suite, éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec de I’eau
physiologique, jusqu’a l’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant & chaque foisa la
vitesse 3000 rpm, pendant 5 min (Fig. 11.11). Le volume de globules rouges a été mesuré afin de

préparer une suspension de 10% (v/v) de globules rouges humains, avec de 1’eau physiologique.




Fig. I1. 10. Préparation de la suspension des globules rouges
(photo originale)

v Evaluation de P’activité hémolytique (la toxicité des extraits vis- a- vis des globules
rouges)

Le test d’effet hémolytique des extraits végétaux étudiés est réalisé selon la méthode de
Haddouchi et ses collaborateurs (2016). Dans des tubes a hémolyse, 20ul de chaque extrait est
ajouté a 1980ul de la suspension érythrocytaire préparée. Ces tubes sont ensuite incubés a 37°C
pendant 60 minutes. Apres 1’incubation, des prélévements de 250ul sont réalisés pour chaque tube
pour étre repris dans 750ul de PBS ; la mixture obtenue est mélangée délicatement et mise dans
un bain glacé pour arréter la réaction, puis centrifuger a 2500 tours/min durant dix minutes (fig.
1. 12).

La lecture de des absorbances est effectuée a 548 nm a 1’aide d’un spectrophotometre,
contre un blanc contenant du PBS.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, nous avons préparé
un tube d’hémolyse totale (témoin positif) qui contient 100ul de la suspension érythrocytaire et
1900ul d’eau distillée et un tube témoin négatif composé de 250ul de la suspension érythrocytaire
et de 750 ul de PBS.

Nous avons utilisés I’acide gallique comme molécule de référence avec les mémes
démarches expérimentales que les extraits des plantes.

Le taux d’hémolyse de différents extraits est calculé par rapport a ’hémolyse totale, aprés

60 minutes d’incubation selon la formule suivante :

[ Taux d’hémolyse (%) = (DO extrait — DO témoin négatif)/DO témoin positif 1
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Fig. I1. 11. Protocole expérimental de détermination de I’activité hémolytique
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v' Evaluation de I’effet des extraits sur la stabilisation de la membrane des globules
rouges

Le test se base sur 1’étude de I’effet des extraits végétaux, étudiés dans notre travail, sur la
stabilisation des érythrocytes, aprés induction de ’hémolyse par une solution hypotonique
associée a une température élevée, selon le protocole de Ganesh et al. (2013).

Dans des tubes & hémolyse, 0.5 mL d’extraits, 1.5 mL du tampon phosphate (0.15 M, pH
7.4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl & 0.36 %) ont été mélangés et incubés, a 37°C
pendant 20 min (Fig. 11.13). Par la suite, un volume de 0.5 ml de la suspension des
érythrocytes (20%) a été rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation, a 56°C
pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de I’cau froide pendant 20 min, afin d’arréter la
réaction ensuite centrifugé, a 3000 rpm pendant 5 min. La lecture d’absorbance du surnageant
est faite a 560nm, a 1’aide d’un spectrophotometre. Le contr6le consiste en un mélange de
2.5ml de la solution hyposaline, 1.5 ml du tampon PBS, 0.5 ml de la suspension de globules
rouges.

Le diclofénac est utilisé comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les
mémes concentrations que I’extrait. Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation

suivante :

[ % de stabilité des membranes des GR = 100-[At / Ac] ]

Ac : absorbance de control, At : absorbance de [’échantillon (test)

Fig. I1. 12. Etude de la stabilité de membrane des GR (photo originale)

11. 3. Application : préparation de gel buvable

A la fin de notre travail, nous avons tenté a formuler un gel buvable a base des extraits
végétaux préparés au début de cette étude. Les formules testées sont présentées dans le tableau 1I.
4.
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Tableau I1. 4. La formule du gel buvable préparé

Matériels et Méthodes

La formule 1

La formule 2

Extrait de Curcumal0% Ou Extrait de
Costus10 % ou Extrait Gingembre 10 %

Gomme Xanthane

L’eau déminéralisée

Acide ascorbique (vit. C)

Alpha amylase Colorant
Sorbitol Para- Hydroxy benzoate de Méthyle
Vitamine E Benzoate Sodium

Acide ascorbique (vit. C)

Sorbitol

Saccharose Aréme de mandarine
NaOH L’eau déminéralisée
------ Saccharose

------ NaOH

Le but de cette partie est la formulation d’un complément alimentaire sous forme

d’un gel buvable anti-infectieux.

Il. 3. 1. Méthode de préparation du gel buvable

Le mode opératoire se résume comme suivant :

Nous mélangeons les deux formulations dans un bécher de 250 ml, tous les excipients sont

mis sous agitation meécanique a température environ de 25°C pendant dix minutes puis
homogénéisé a ’aide d’un homogénéisateur de type (IKAT25ULTRA-TURRAX) (Fig.

11.13), a fin d’assurer une bonne stabilité de gel formule.

Fig. 1. 13. Homogeéneisateur de type IKAT 25ULTRA-TURRAX (Originale)

50,
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I11. 1. Les taux d’extraction

Les procédés d’extraction des plantes médicinales constituent une étape cruciale, car
elle est déterminante de la qualité et de la quantité de principes actifs recherchés, qui refletent
directement leurs activités pharmacologiques (Ben Sghaier et al., 2011). Plusieurs facteurs
peuvent influencer les taux d’extraction: la structure chimique des composés, la
granulométrie, le temps de macération, la température, la nature du solvant et les conditions
de stockage et de la culture (climat et sol), ainsi que la méthode d’extraction (Wu et al.,
2011 ; Tag et al., 2016). De plus, le broyage et le tamisage ont été réalisés de facon a pouvoir
récupérer le maximum de poudre fine ayant un diametre inférieur a 63um, car ce diametre
augmente la surface de contact du solvant avec la poudre pour un meilleur rendement (Chen
et al, 2012).

Les différentes plantes utilisées dans notre travail a savoir : Curcuma, Costus indien et
Gingembre ont été soumis a des extractions par maceration en utilisant quatre solvants de
polarité différente, donc de nos résultats (fig. Ill. 1), on constate que les extraits de I’eau
distillée, glycérine et propyléne glycol ont un rendement plus faible que celui obtenu par les

extraits de 1’éthanol.

R %
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Extrait Aqueux Extrait propyléne Glycérat Extrait éthanolique
glycole
m Curcuma ®Costus Gingembre
Fig. I11. 1 : Les rendements d’extraction en fonction de la plante et le solvant

La figure III. 1, montre que, le meilleur rendement d’extraction du gingembre et le
curcuma a été obtenu en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction dont on a obtenu 68%
et 60,51%, respectivement. Tandis que, le meilleur rendement d’extraction de costus indien,
57.11%, est obtenu en utilisant ’eau distillée comme solvant d’extraction. Nos résultats

corroborent avec ceux obtenus par Naz et al. (2010), qui ont travaillé sur trois variétés de
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Curcuma longa. Leurs résultats montrent que 1’extraction par 1’éthanol a permis 1’obtention
d’un rendement de 67,04% contre 55,27% d’extraction en utilisant I’eau distillée.

Le rendement n’est que relative et semble étre 1ié aux propriétés génétiques des
plantes, 1’origine géographique, conditions et la durée de stockage, de la récolte et aussi des
conditions dans les quelles I’extraction a été effectuée (nature de solvant et la méthode
d’extraction...).

Les variations de rendements des extractions peuvent se justifier par I’effet de solvant,
la nature des composes, 1I’espéce et 1’origine de la plante, le rapport poids de la plante/\VVolume
du solvant et la méthode et des conditions dans lesquelles I'extraction a été effectuée (Lee et
al., 2003).

I11. 2. Caractérisation physico-chimique et organoleptique
I11. 2. 1. Screening (Criblage) phytochimique

Les analyses phytochimiques qualitatives ont été réalisées sur tous les extraits de
costus indien, gingembre et Curcuma pour détecter ses métabolites secondaire. Les tests
phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composes existantes dans la
plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces reactions, sont basées sur des
phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau I11. 1.

D’apres les résultats obtenus aussi ; pour le Gingembre, nous remarquons la présence
des tanins, des quinones libres, des composés réducteurs et Les terpénoides pour 1’extrait
aqueux et absence pour les autre extrait sauf les quinones.

Le tableau Ill. 1, montre que I’extrait aqueux du costus indien posséde une forte
concentration en tanins, terpenoides et les composés réducteurs. Tandis que les extraits
éthanolique, glycérat et glycolique possedent de fortes concentration en tanins et terpénoides.
L’analyse phytochimique montre également que tous les extraits du costus indien présente une
faible concentration en quinones. Pour les composés réducteurs, 1’extrait alccolique et le
glycérat possedent une quantité moyenne tandis que 1’extrait glycolique en possede une faible

quantité.




Tableau I11. 1. Résultats du criblage phytochimique costus, Curcuma et Gingembre
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Costus +++ +++ +++ +++
Tanins Fecls Curcuma + - - +
gingembre + = - -
Chloroforme Costus +++ +++ +++ +++
Les terpénoides + Curcuma + = - ++
H2S04 gingembre ++ + ++ +++
Costus + + + +
Les quinones NaOH Curcuma ++ +++ +++ ++
gingembre + ++ - +
Costus +++ ++ ++ +
Les composés Liquio_le de Curcuma n T B i+
réducteurs Fehling

+++ : forte quantité ; ++ : moyenne quantité ; +: faible quantité ; - : absence totale

Une étude realisée par Rasha et al. (2015) sur plusieurs extraits de costus montre en plus
de la présence de ces mémes principes actifs, d’autres métabolites comme des alcaloides, des
coumarines, des stérols et des glycosides. On conclut que la costus présente une diversité de
constituants chimiques.

Ce tableau montre également, que I’extrait aqueux du curcuma possede une faible
quantité en tanins, terpenoides et les composés réducteurs. Par contre on note ’absence des
terpenoides dans 1’extrait éthanolique, et les tanins dans 1’extrait aqueux et glycérat du
curcuma. Ce dernier ne contient pas de composés réducteurs. Pour les quinones on remarque
qu’il y a une forte quantité dans les extraits éthanolique et glycérat du curcuma et une
moyenne quantité dans les extraits aqueux et glycolique. Ce dernier possede une forte
concentration et terpenoides.

Pour I’extrait glycolique du gingembre possede une forte quantité en terpenoides. Ces
derniers sont présents en faibles quantité dans I’extrait éthanolique et en quantité moyenne
dans I’extrait aqueux et le glycérat du gingembre. Ce dernier, ne contient ni quinones ni
tanins. On note, également, I’absence des composeés réducteurs dans tous les extraits du
gingembre. De méme que, les tanins sont absents dans I’extrait glycolique du gingembre. Les
résultats obtenus sont analogues a ceux trouvés par Amari (2016), ces derniers ont montré que
la Gingembre contient des quinones libres, des flavonoides, des tanins et absence des
composeés réducteurs dans tous les extraits de gingembre.

Donc I’analyse qualitative montre que tous les extraits du costus indien présente la

proportion la plus élevees en polyphénols (toute classe confondue), dont I’extrait aqueux est
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le meilleur. Suivi par les extraits du curcuma et du gingembre qui présente les proportions les
plus faibles. Cette différence est due au fait que la composition, ainsi que la quantité des
métabolites secondaires d’un extrait végétal, peuvent étre influencées par plusieurs facteurs
tel que le mode et le temps d’extraction, la température, la nature du solvant ainsi que sa
polarité qui permet de solubiliser et extraire les composés de polarité similaire au solvant
(Green, 2004 ; Ncube et al., 2008). De méme, le choix d’un solvant pour I’extraction de la
matiére végeétale, doit répondre a un certains nombres de critéres dont la faible toxicité et la
facilité de I’évaporation a basse température (Hughes, 2002 ; Ncube et al., 2008).

I11. 2. 2. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des différents extraits végétaux sont présentées dans le
tableau I1I. 2.

Tableau I11. 2. Caractéristique organoleptiques des extraits vegétaux préparés

Les plantes Les solvants Le caractére organoleptique
Eau Un liquide de couleur jaune claire avec une
Ethanol/eau odeur aromatique caractéristique de
Gingembre Glycérol/eau gingembre.
Propyléne glycol/eau
Eau Un liquide de couleur jaune foncée avec
Ethanol/eau des reflets orange  avec une odeur
Curcuma aromatique acre  caractéristique  de
Glyceérol/eau curcuma.
Propyléne glycol/eau
Eau Un liquide de couleur marron avec une
Ethanol/eau odeur aromatique piquante, caractéristique
Costus de costus.
Glycérol/eau
Propyléne glycol/eau

On remarque que quel que soit le solvant, I’aspect de I’extrait végétal ne change pas ; il

dépend de la plante elle-méme.

I11. 2. 3. Caractéristiques physicochimiques

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau Il1. 3.
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Tableau I11. 3. Les caractéristiques physicochimiques

Costus 1.012 | 1.025 1.171 0.956 465|489 | 491 5.07 2414 | 1910 296 897 1.337 | 1.349 | 1.415 1.365
Curcuma | 1.004 | 1.023 1.138 0.938 6.1 | 6.5 6.55 6.78 3502 | 4171 999 988 1.335 | 1.346 | 1.404 1.361
gingembre | 1.006 | 1.031 | 1.0143 0.932 431|442 434 4.72 3105 | 3545 | 1016 614 1.335| 1.348 1.4 1.361
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Le tableau I11. 3, montre que la densité des extraits végétaux sont tous au méme ordre
de grandeurs pour les extraits aqueux et PG/ED. L’extrait GL/ED est plus dense par rapport
les autre extraits, avec une valeur maximale de 1.171 de I’extrait de Costus. D’autre part,
I’extrait éthanolique apparait le moins dense.

On remarque également, que I’indice de réfraction varie en fonction de la plante et le solvant
utilisé. On remarque que tous les extraits hydro-glycoliques ont un indice de réfraction
supérieur aux autres extraits, dont le plus élevé est celui de costus qui est égale a 1.415. Le
tableau Il1. 3, nous montre que tous les extraits aqueux et PG/ED de costus, Curcuma et
Gingembre ont des valeurs d’IR trés proches.

La mesure de pH des différents extraits végétaux préparés, montre qu’ils ont un pH
acide qui varie entre 4.31 et 5.07 et sont tous au méme ordre de grandeurs sauf pour les
extraits de Curcuma qui ont un pH légerement acide et qui varie de 6.1 a 6.78. Ces variations
des valeurs de pH peuvent étre expliquées par la nature des plantes utilisée, les conditions
expérimentales des méthodes appliquées et aussi les solvants utilisés et des métabolites
extraits.

Enfin, le tableau I11. 3, montre que la conductivité des extraits préparés varie entre 614
puS/cm et 4171 pS/cm. Les valeurs des extraits aqueux et PG/ED sont plus supérieurs par
rapport aux autres extraits. Ces variations peuvent étre expliquées par la nature des solvants
utilisés et les conditions d’extraction.

I11. 2. 4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotomeétrie adaptée
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en mg equivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait de plante (mg EAG/gES), en utilisant 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée en utilisant I’acide gallique comme

molécule étalon (voir I’annexe ) (fig. 111. 2).
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Fig. I11. 2. Teneur en polyphénols en mg EAG/g d’extrait sec des différents extraits végétaux

L’évaluation quantitative de ces composés phénoliques montre que [’extrait
éthanolique est le plus riche en ces composés avec une teneur de 62, 55 et 45 mg EAG/g ES
pour le costus indien, curcuma et gingembre, respectivement.

Les extraits du costus indien ont donné des quantités plus élevées que les autres extraits
vegétaux, quel que soit le solvant utilisé.

D’aprés les résultats obtenus, la quantité des composés phénoliques totaux dans les
extraits extrait hydro-éthanolique brut du costus (62 mg EAG/g ES) est proche de celle
obtenue par Hocini (2019), qui a trouvé une concentration de 70 mg EAG/g ES dans I’extrait
éthanolique du costus indien. Par contre Turki et ses collaborateurs, ont enregistré de faible
quantité de polyphénols dans le curcuma longa L de ’ordre de 4.14 mg EAG/g ES et qui est
trés faible comparant a ce qu’on a trouvé dans la présente études dont les extraits du Curcuma
préparés contient 55, 42, 40 et 39 mg EAG/g d’extrait sec dans
ETH/ED,GL/ED,ED et PG/ED respectivement.

De méme les extraits de gingembre présentaient des teneurs proches de celles retrouvées

les solvants

dans le Curcuma et qui sont de I’ordre de 45, 40, 38 et 32 mg EAG/g d’extrait sec dans les
solvants ETH/ED,GL/ED,ED et PG/ED respectivement. Ces concentrations sont faibles par
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rapport a celle trouvée par Fnides et ses collaborateurs (2018), dont la quantité était de 1’ordre
de 75.56 mg EAG/g d’extrait sec.

Ces différences sont, principalement, dues a la faible spécificité du réactif de «Folin-
Ciocalteu». Ce réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d’hydroxyles non seulement celles des composes phénoliques, mais également de certain
sucres et protéines...etc (Vuorela., 2005).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de la
plante, ceci peut étre liée aux conditions climatique dures (température, sécheresse...) qui
stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tel que les polyphénols (Falleh et al.,
2008).

L'isolement des composés phénoliques des plantes par extraction est généralement un
processus treés difficile compte tenu de la variété de composés qu'il est possible de trouver
dans les échantillons naturels. L'obtention de teneur élevée est parfois compliquée. Il est
possible de constater que les solvants jouent un réle trés important dans plusieurs méthodes
d'extraction. En effet, les composés phénoliques sont soluble généralement en utilisant des
solvants polaires tels que I'eau, le méthanol, I'éthanol ou l'acétone (Hocini, 2019).

I11. 2. 5. Evaluation de P’activité biologique des extraits végétaux

Le présent travail s’intéresse a 1’étude de I’activité biologique des extraits végetaux
préparés a voir ’activité antimicrobienne et I’activité anti-inflammatoire.
I11. 2. 5. 1. ’activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antimicrobienne des extraits de trois plantes a été étudiée vis-a-
vis 6 souches bactériennes de référence et 2 souches sauvages. Les résultats sont présentes

dans la figure 111 .3.
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Fig. 111. 3. Résultats de I’étude de I’effet antimicrobien des extraits de Curcuma, costus et
gingembre (photo originale) (a) (b) (c) (d) (e) () (9) (h) (i) () (K) .

s



Chapitre 111 Résultats et discussion

La mesure des diamétres des zones d’inhibition nous a permis de tracer des
histogrammes qui présentent ces diamétres en fonction des extraits végétaux et les souches
microbiennes. Les résultats obtenus montrent que, I’extrait éthanolique du Curcuma présente
un large spectre d’activité antimicrobienne (Fig. Ill. 4). Il présente une légére activité
antimicrobienne contre toutes les souches bactériennes étudiées y compris la levure Candida
albicans avec des diamétres compris entre 9- 12mm (Mutai et al., 2009). Par contre
Pseudomonas aeruginosa et la levure Sacharomyces cerevisae ont montré une résistance a cet
extrait (Fig. I11. 4).

a)
mm
25
20
15
10
0
© P S ) & 2% Y
N N % & & & &
o° & 8 N o & &
o &£ & > ¥ &’ 5
L < N o N N
Sy & & o S S ¢
&o & < I & & ¢
3 o °
@ > o
QE'J
M Extrait Aqueux Extrait propylene glycol Glycérat Extrait éthanolique
Fig. I11. 4. Lactivité antimicrobienne des extraits de Curcuma
La figure Ill. 4, montre également que I’extrait aqueux du curcuma présente une

activité légérement activité inhibitrice contre E. coli (10mm) et Proteus mirabilis (10mm)
(Mutai et al., 2009). Tandis que le glycérat montre une légere activité inhibitrice contre
seulement Staphylococcus aureus (12mm). De méme, I’extrait éthanolique montre le méme
spectre d’activité contre Candida albicans (11mm). Nos résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Khaing et al. (2020), qui ont montré que I’extrait éthanolique du curcuma a une
activité légéerement a forte inhibitrice contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus pumilus et Candida albicans. L'huile de curcuma a peu de pouvoir pour
empécher tous les micro-organismes.

L’¢tude de Dactivit¢é antimicrobienne de Costus indien, montre que [’extrait

éthanolique présente une activité fortement inhibitrice contre Pseudomonas aeruginosa
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(17mm), Staphylococcus aureus (21mm) et la levure Candida albicans (21mm) ; avec une

Iégére activité inhibitrice contre Bacillus subtilis (L6mm) (fig. I11. 5).

b
) mim
25
20
15
10
5 I
0
Rl c;r) A o (\EQ .r'bQ" &
@ S 2 *\0’0\\ & & &
o ©° & S > & &
& 3 & N & < Y
(%
& &L & ? & X S
o <& o
o t\o \QBO
) QHQ,\) +
B Extrait aqueux Extrait propylene glycol Glycerat Extrait éthanolique
Fig. I11. 5. Activité antimicrobienne des extraits de Costus indien

La figure 111. 5, montre également que les autres extraits du costus a savoir : I’extrait
aqueux, le glycérat et D’extrait propyléne glycole présentent une activité légérement
inhibitrices des souches microbiennes étudiées (tableau 111.4). D’aprés Omer et son équipe
(2019), les résultats de I’activité antimicrobienne contre des souches de Staphylococcus
aureus (Gram positif) et des souches (Gram négatif) révelent que I’extrait d’éthanolique de
costus a une activité antimicrobienne significative contre 1’isolat de Staphylococcus aureus,
avec une zone d’inhibition de 18-20 mm, ce qui est en accord avec nos résultats. Alors qu’ils
n’ont observé aucun effet contre Klebsiella pneumonia ce qui est en désaccord avec nos
résultats ou on a constaté une légere activité inhibitrice avec tous les extraits sauf 1’extrait au
propyléne glycole qui était inefficace contre cette souche pathogene.

Des résultats similaires ont été obtenus par Hasson et ses collaborateurs (2013). Ces
chercheurs ont étudié ’activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique de Saussurea lappa
(costus) pour veérifier son utilisation médicinale dans le traitement des infections
microbiennes. lls ont montré que ’extrait éthanolique brut de Saussurea lappa a un large
spectre d’activité, suggérant qu’il pourrait étre utile dans le traitement des infections causées
par les isolats de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et

Klebsiella pneumoniae.
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Les analyses chromatographiques, effectuées par Omer et son équipe (2019), leur a

permis de conclure que I’extrait d’éthanol contient des métabolites secondaires actifs qui

peuvent avoir une activité spécifique susceptible d’avoir deseffets de synergie avec d’autres

métabolites contre les bactéries Gram positif, mais pas contre les bactéries Gram négatif.

Tableau I11. 4. Activité antimicrobienne des extraits de Costus.

solvants

Souche bactérienne ETH/ED | GL/ED

Proteus mirabilis (sauvage) I

Klebsiella pneumoniae (Sauvage)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633

Escherichia coli ATCC8739

—_ =] =|=|=|0O

|
|
|
Staphylococcus aureus ATCC6538 I

Bacillus subtilis ATCC 6633

Zrnrgir r

Saccharomyces Cerevisiae ATCC9763 I

i Z|r|rrrirm
mZ || irir

Candida albicans ATCC10231

mn

N.I= non inhibiteur (D<10mm), L.I= légérement inhibiteur (11<D<I6mm), M.I=moyennement

inhibiteur (17<D<20mm), F.I=fortement inhibiteur (21<D<29mm), T.F.I= trés fortement

inhibiteur (D>30mm).

Les extraits de gingembre, propyléne glycole et éthanolique ont montré un faible

spectre d’activité antimicrobienne avec une légére activité inhibitrice contre E. coli (15mm),

Staphylococcus aureus (13mm), Bacillus subtilis (10mm) et Saccharomyces cerevisiae

(12mm) (fig. 111. 6).
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Fig. I11. 6. Activité antimicrobienne des extraits de gingembre
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Ces différences dans les résultats obtenus, au sein de la méme plante, sont dus au fait
que P’activité antibactérienne dépend de plusieurs facteurs a savoir : ’espéce de la plante, la
préparation de I’extrait, le solvant utilisé, et la sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2006).

D’autre part I’extrait a I’éthanol de Zingiber officinale exprime une activité fortement
inhibitrice contre 215 souches d’entérocoque résistantes a la gentamicine, avec une zone
d’inhibition de 27-30 mm (Revati et al., 2015).

En effet, Hala et ses collaborateurs (2000) ont rapporté que les composés responsables
de l'action antibactérienne peuvent étre les terpénoides phénoliques, qui sont les composés
principaux de la fraction apolaire des extraits des plantes. Ces composés sont hautement
lipophile est par conséquent sont extraits par des solvants de faible polarité tel que le
chloroforme (Albano et Miguel, 2010). Ceci corrobore avec nos résultats de criblage des
métabolites secondaires qui ont montré que tous les extraits du costus indien présentent une
forte quantité des terpnoides (tableau I11. 1). Ainsi le dosage des polyphénols totaux (fig.111.2
) que tous les extraits renferment des quantités importantes de 1’ordre de 38- 62 mg EAG/g
d’extrait sec, dont la teneur la plus élevée a été retrouvée dans 1’extrait éthanolique du costus
indien (62 mg EAG/g d’extrait sec), ce qui explique son activité moyennement inhibitrice
contre les germes Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et
Candida albicans. Par contre I’extrait aqueux a montré une activité modeste voire nulle pour
I’extrait de costus indien et les autres extraits, respectivement. Cette modeste activité des
extraits aqueux envers la plupart des souches utilisées pourrait étre expliquée par le fait que
les substances hydrosolubles ne peuvent pas accéder aux substances non hydrosolubles des
cellules bactériennes. En effet, I'eau est un solvant utilisé pour extraire les principes vegétaux
ayant une activité antimicrobienne plus au moins importante. En médecine traditionnels, on
utilise principalement l'eau mais ’extraction a partir des solvants organiques donne une
activité antimicrobienne plus significative (Parekh et al., 2005 ; Das et al., 2010) ; car selon,
Candan et ses collaborateurs (2003), les substances hydrosolubles exercent un effet plus faible
comparé a celui des substances non hydrosolubles ; Elles n’ont pas la méme capacité des
molécules liposolubles qui s’intercalent dans les membranes des cellules bactériennes et les
endommagent.

Par ailleurs, dans une étude comparative entre différents solvants utilisés dans
I’extraction de la matiere végétale, 1’éthanol s’est révélé¢ étre un meilleur solvant pour
I'extraction de substances antimicrobiennes a partir des plantes médicinales par rapport a
d'autres solvants (Abu-Shanab et al., 2004). De méme, Kristina et ses collaborateurs (2007),

ont montré que les solvants éthanol et acétone sont les meilleurs solvants pour I’extraction des
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composés phénoliques non volatiles, y compris les flavonoides et les phénols, qu’ayant une
activité antibactérienne contre diverses bactéries pathogénes.

I11. 2. 5. 2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in — vitro

I11. 2. 5. 2. 1. Evaluation de P’activité hémolytique
Certaines plantes utilisées a visée thérapeutique peuvent présenter une menace
pour la santé de I'homme,Il est donc nécessaire d’effectuer un test hémolytique, qui un
indicateur de cytotoxicité (Haddouchi et al.,2016).
Les résultats des tests d’hémolyse des différents extraits végétaux préparés dans

notre travail et de I’acide gallique sont illustrés dans la figure I11.7.
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Fig. I11. 7. Effets hémolytiques des extraits végetaux

Les résultats obtenus montrent que I’effet hémolytique est li¢ a la nature de
solvants et la plantes elle-méme. On remarque que I’extrait éthanolique de toutes les
plantes testées y compris I’acide gallique, présente I’effet hémolytique le plus élevé par
rapport aux autres extraits, dont on note des taux de 5.468%, 6.171%, 6.172% et 6.8%
pour costus, Curcuma, gingembre et l’acide gallique, pour des concentrations en
polyphénols de I’ordre de 62,55 et 45mg EAG/g ES(fig. 111.2 celle de dosage de
polyphénols),respectivement.

Aprés 60 minutes de contact avec les érythrocytes humains, 1’effet hémolytique

des différents extraits testés, sont classés comme suit : a la méme concentrations que
I'AG
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e Pour I’extrait aqueux : le graphe montre que pour les trois plantes testées le taux
d’hémolyse est au méme ordre de grandeur et qui de 2.53%, 2.73% et 2.85% pour
Curcuma, gingembre et costus, respectivement.

e Pour I’extrait PG/ED : on remarque que I’extrait de Curcuma et gingembre sont
proches 3.07% et 3.57%, respectivement. Tandis que celui du costus est plus
important est de 4.53%.<gingembre<costus.

e Pour I’extrait GL/ED :on remarque que le gingembre a I’effet hémolytique le plus
faible (2.51%) comparant a celui de costus (4.00%) et du Curcuma (4.99%).

o Pour I’extrait ETH/ED :le graphe montre que le gingembre et le Curcuma ont
des effets hémolytiques de méme ordre de grandeur 6.17% et 6.17%,
respectivement. Alors que I’extrait de costus 4.53% d’hémolyse.

Notons que les taux d’hémolyse obtenus, restent trés faibles par rapport au taux
d’hémolyse obtenu par I’acide gallique qui est de I'ordre de 6.8%.Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenu par Haddouchi et ses collaborateurs (2016), qui ont étudié le
pouvoir hémolytique des plantes saharienne d’Algérie Asteriscus graveolens et Piturants
scoparius. Les mémes résultats ont été obtenus par Ganesh et son equipe (2013), qui ont
travaillé sur la plantes de Mimusops elengi L.

I11. 2. 5. 2. 2. Evaluation de la stabilisation de la membrane des globules rouges

Le test de stabilité de la membrane est basé sur la découverte qu'un certain nombre
d'agents anti-inflammatoires non stéroidiens inhiber la lyse des érythrocytes induite par la
chaleur, probablement en stabilisant la membrane de la cellule.. La membrane
érythrocytaire peut étre considéré comme un modéle de la membrane lysosomale qui joue
un role important dans I'inflammation. La composés qui empéchent la lyse de la membrane
provoquée par la libération des enzymes hydrolytiques contenues dans le les lysosomes
peuvent soulager certains symptémes de I'inflammation. Lorsque le GR humain est soumis
a une hypotonie le stress, la libération d'hémoglobine par les globules rouges, sera
prévenue par les anti-inflammatoires en raison de la stabilisation membranaire.

Afin d’évaluer l’effet anti-inflammatoire des extraits de costus, Curcuma et
gingembre dans différentes solvants, un test de stabilisation membranaire de globules
rouges humains a été réalisé. Ce test consiste a incuber une suspension de globules rouges
humains, traitée avec une solution hypotonigue associée a une température élevée, avec les
extraits ou la molécule de référence (le diclofenac comme anti-inflammatoire). Les

résultats sont représentés dans la figure 111.8.
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Fig. I11. 8. Résultats de I’effet des extraits de costus, Curcuma, gingembre et le
diclofénac de potassium sur la stabilité de la membrane des GR

La stabilisation de la membrane des globules rouges a été utilisée comme méthode
pour étudier l'activité anti-inflammatoire In- vitro parce que la membrane érythrocytaire
est analogue a la membrane lysosomale (Marliyah et Ananthi, 2015).Les lysosomes sont
des organites cellulaires, présents dans le cytosol de toutes les cellules eucaryotes
animales a I’exception des hématies. Ils ont pour fonction d’effectuer la digestion
intracellulaire grace a une quarantaine d’enzymes (lipases, protéases, nucléases,
glycosidases, phosphatases, sulfatases), dont le relargage est impliqué dans le processus
inflammatoire. Vu les similitudes existant entre la membrane érythrocytaire et la
membrane lysosomale, I’effet de ’extrait sur la stabilisation des hématies pourrait €tre
extrapolé a la stabilisation de la membrane lysosomale. Cette stabilisation est importante
pour limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération des constituants
lysosomaux (Kumaret al., 2011).

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits présentent une stabilisation
trés hautement significative de la membrane des globules rouges avec un pourcentage de
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stabilisation de 96.13% a 100%.

Le pourcentage de stabilité maximale est obtenu avec I’extrait hydro-éthanolique
pour toutes les plantes et méme la molécule de déclofinac avec l’ordre suivante
100%,99.99%,98.52% et 99.96% pour costus indien, Curcuma, gingembre et le
déclofinac, respectivement. C'est-a-dire que I’extrait de costus indien et de Curcuma ont
donné un effet plus important par rapport a la molécule de référence le diclofinac.

D’apres la figure 111.8 on peut déduire que le pourcentage de stabilité est fonction
de la plantes, le solvant utilisé et la concentration en polyphénols (fig. 111. 2). Donc on
peut classer ces plantes, selon I’effet anti-inflammatoire, par ordre croissant comme
suit :

Costus indien >Curcuma>gingembre pour les solvants ETH/ED>GL/ED>
aqueux> PG/GL, respectivement.

Ces résultats sont compatibles avec les résultats de dosages des polyphénols ou on
a trouve que le costus est le plus riches en ces derniers, suivi par curcuma et gingembre.

Les resultats obtenus avec tous les extraits sont plus proches a ceux obtenus par
Kumari et ses collaborateurs (2015), qui ont travaillé sur l'extrait de Rhizophora
mucronata, qui a donné une stabilisation significative de la membrane de 95%.

D’apreés Gershfeld et Murayama (1988) les érythrocytes exposés a des
températures relativement élevées, se déforment progressivement pour devenir
sphériques. Ainsi la perturbation de leurs membranes diminue leur capacité a résister a
I’hémolyse. L’effet protecteur contre la lyse érythrocytaire induite par la chaleur peut
s’expliquer par l’interaction de I’extrait végétal avec les protéines membranaires
inhibant ainsi leur dénaturation (Lepock et al., 1989). De plus, les polyphénols
retarderaient la solubilisation et inhiberaient I’oxydation de la trame lipidique.

Selon Vidhya et al. (2016), I’activité anti-hémolytique des extraits végétaux serait
probablement due a leur effet inhibiteur sur les enzymes impliquées dans la production
des médiateurs chimiques de l'inflammation ainsi que sur le métabolisme de l'acide
arachidonique. Certains polyphénols se fixent sur les protéines membranaires induisant
un changement de leur conformation (Chaudhuri et al., 2007). D’autres se lient a la
PLA2 par desinteractions hydrophobes avec trois acides aminés du site actif de ’enzyme
(Da Silva et al., 2008).

Ganesh et ses collaborateurs, ont rapporté que certains saponines et les flavonoides
peuvent exercer un effet stabilisant profond sur la membrane lysosomale a la fois In-

vivo et In- vitro, tandis que les tanins et les saponines possédent la capacité de lier les
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cations, stabilisant ainsi les membranes érythrocytaires et autres macromolécules
biologiques (Ganesh et al., 2013).
I11. 3. Préparation et caractérisation physicochimique de gel buvable
A la fin de notre travail, on voulait faire une petite formulation pharmaceutique pour
montrer la possibilité de faire une préparation telle qu’un gel buvable en utilisant un macérat
aqueux. Cette formulation a été réalisée au niveau du laboratoire SM de la faculté des
sciences. Le résultat obtenu est présenté dans la figure 111.9.

Fig. 111.9: Le gel buvable préparé dans la présente étude (Original)

I11. 3. 1. Caractérisation physico-chimique du gel buvable

Les caracteres physicochimiques du gel buvable a base de I’extrait aqueux de costus,
gingembre et curcuma sont présentés dans le tableau I11.

Tableau I11.5 . Caractéristiques physicochimiques du gel buvable préparé

pH 5.56
Conductivité 196.10 ps/cm
Indice de réfraction 1.435
Densité 1.031 g/ml
Viscosité 152 mPa.s

Le tableau montre que la valeur de pH acide c’est la preuve de la propriété de gel sur
anti-inflammatoire, Quant au la valeur de viscosité il se situe dans les normes réalise un

pansement adhérant sur la paroi des muqueuses digestives.

e,
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Pour les essaies d’efficacité de gel, nous voulions le faire in- vivo sur des souris. Mais

la fin de la période de stage nous en a empéché.




Conclusion



Conclusion générale

A I'heure actuelle, la recherche des biomolécules dotées d’activité antimicrobiennes et
anti-inflammatoires comme substituants des molécules de synthese a émergé et I'exploitation
des divers métabolites secondaires de la plante a été souligné ces derniéres années. L’objectif
de notre travail est d’évaluer I’activité antimicrobienne et anti-inflammatoire des
extraits végétaux préparés en utilisant différents solvants, afin d’étudier I’influence de ces
derniers sur I’activité biologique des différentes plantes utilisées a savoir Zingiber officinalis,
Curcuma longa L et Saussurea costus. Les solvants utilisés sont I’eau distillée (extrait
aqueux), propyléne glycole/eau (PG/ED), glycérine/eau (extrait glycolique) et éthanol/eau
(extrait hydro- éthanolique).

La détermination des rendements d’extraction a montré que :

- Le solvant éthanol/eau a permis d’obtenir un rendement d’extraction de 68% et
60.51% de meétabolites secondaires du gingembre et Curcuma ;
- L’eau distillée a permis d’obtenir un taux d’extraction de 57.11% de métabolites de

costus.

Le criblage phytochimiques des métabolites secondaires, dans les extraits préparés, tels

que : les tanins, les terpenoides, les quinones et les composés réducteurs a montré que :

- Pour Saussurea costus: les tanins et les terpenoides sont présents a fortes
concentration dans tous les extraits préparés. Par contre ces extraits présentent de
faibles concentrations en tanins et en composés réducteurs, sauf I’extrait aqueux qui
contient une forte proportion de composés reducteurs ;

- Pour Curcuma longa L : DI’extrait éthanolique et glycolique présentent de forte
concentration en quinones. On note que les tanins et les terpenoides ne sont pas
détectés dans les extraits aqueux et propylene glycole du curcuma, de méme que les
composés réducteurs dans 1’extrait glycolique ;

- Pour Zingiber officinalis : tous les extraits préparés sont pauvres en ces métabolites,

sauf I’extrait aqueux qui présente de faible concentration en composés réduteurs.

Le dosage des polyphénols totaux a montré que tous les extraits végétaux préparés sont riches
en polyphénols. Cependant, I’extrait éthanolique est le plus riche en ces composés avec une
teneur de 62, 55 et 45 mg EAG/g ES pour le Saussurea costus, Curcuma longa L et Zingiber

officinale.
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Les résultats de l'activité antimicrobienne des extraits préparés ont montrés que les
extraits de Saussurea costus ont une activité contre la plupart des souches testées dont la trés
forte activité inhibitrice était contre Staphylococcus aureus, Bacillus sublisis et Candida
albicans.

L’évaluation de I’activité hémolytique qui est considéré comme un signe de cytotoxicité
de nos extrait a révélé que tous les extraits possédent un taux d’hémolyse trés faible qui ne
dépasse pas 7%, ce qui prouve que Zingiber officinalis, Curcuma longa L et Saussurea costus

ne sont pas toxique.

L’étude de P’activité anti-inflammatoire In-vitro, des extraits végétaux préparés, par la
méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges a montré que tous les extraits
prépares, permettent une haute stabilisation de ces membranes. Le pourcentage de stabilité
maximale est obtenu avec 1’extrait hydro-éthanolique pour toutes les plantes qui est de I’ordre

de 98%- 100%, ces résultats sont similaires a ceux obtenus par le déclofinac de potassium.

A la fin, nous avons préparé une formulation sous forme d’un gel buvable, a base des
extraits aqueux des trois plantes. Le manque de temps et les moyens nous ont empécheé

d’évaluer son efficacité.
En perspectives, on propose de :

= FEtudier ’effet synergique ou antagoniste entre les différents extraits ;

= Faire une étude toxicologique chez un modele animal afin de s’assurer de son
innocuité ;

= Faire une étude In- vivo pour confirmer I’effet anti-inflammatoire des extraits
prépares;

= Séparer et caractériser les différentes substances présentes dans ces extraits .
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Annexe 04 :

AG dans PG/ED
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