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Introduction générale

Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses plantes afin de traiter et de
soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un réservoir immense de composés
potentiels attribues aux métabolites secondaires.

Ces derniers présentent une grande diversité de structures chimiques possédantes un tres
large éventail d'activités biologiques. Ainsi, I'évaluation de ces activités demeure une tache
trés intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études.

En effet, le continent africain est doté¢ d’une biodiversité parmi les plus riches dans le
monde, avec un nombre tres élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont
¢été identifiées et beaucoup d’entre elles sont utilisées dans la médecine traditionnelle.

Malgré la nature hétérogéne de cette biodiversité, il y a peu d'efforts consacrés au
développement des agents thérapeutiques a base de ces plantes en particulier dans notre pays
I’Algérie. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier une plante endémique qui est
méconnue mais a fait ’objet de timides études scientifiques.

Il s’agit d’Anacyclus clavatus tres fréqguemment employée dans le pourtour
méditerranéen pour ses effets anti-inflammatoires, antibactériens et antifongiques.

Cependant, selon notre recherche bibliographique, peu de travaux scientifiques sont effectués
sur ladite espece.

A cet effet, cela nous a incité a réaliser cette étude en vue d’une meilleure valorisation
de cette plante médicinale utilisée dans certaines contrées d’Algérie dans le traitement des
troubles gastrigques.

Cependant, I’objectif essentiel de ce travail demeure I'évaluation de I’activité anti-
inflammatoire de I'extrait aqueux des parties aériennes (feuilles et tiges) d’Anacyclus
clavatus.

Par consequent, nous avons suivi le plan suivant :

» Chapitre I :1lest consacré a I’étude bibliographique dans laquelle nous présentons un
apercu général sur les plantes medicinales, leurs principes actifs ainsi que leurs
méthodes d’utilisation et de préparations.

» Chapitre Il : nous présentons I'aspect botanique et les utilisations thérapeutiques de
notre plante ainsi que les travaux antérieurs réalisés sur ’espéce en question.

» Chapitre Il : présente partie matériels et les méthodes utilisées dans cette étude :

Pour cette partie nous nous sommes axés sur les points suivants :

e L’enquéte ethnobotanique sur la plante ;




Introduction générale

e Le screening phytochimique de la plante étudiée;

e Caractérisation physico-chimique de la plante ;

e Extraction et évaluation de la teneur en polyphénols des extraits de la plante
étudiée ;

e FEtude de I'activité antimicrobienne des extraits phénoliques élaborés ;

e Elaboration d’un sirop de propriété anti-inflammatoire a base de la plante
étudiée ;

e Etude in-vivo sur les rats (mise en évidence de I’activité antiinflammatoire de
I’extrait aqueux de cette plante).

» Chapitre IV : est consacré aux résultats et discussion concernant les analyses
effectuées au cours de notre étude.

» Chapitre V :présente la conclusion du travail réalisé avec des perspectives.




Chapitres I Généralités sur les plantes médicinales

Introduction

Depuis l'antiquité, les plantes médicinales représentent une source de revenu non
négligeable pour de nombreuses populations. Ces plantes sont utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement de diverses maladies (Schauenberg et Paris, 2005).

Elles sont a la fois comme un produit fini destiné a la consommation et notamment une
matiére premi¢re pour 'obtention de substances actives. Ces dernieres possédent plusieurs
propriétés pharmacologigues et biologigues.

La branche de médecine qui utilise les plantes médicinales est appelée phytothérapie.
Ladite discipline a pour objectif de prévenir et de traiter certains troubles fonctionnels et /ou
certains états pathologiques au moyen de préparations a base de plantes ou de leurs parties
(fleurs, feuilles, racines et tiges) (Wichtlet Anton, 2003).

En effet, la phytothérapie qui repose sur des remédes naturels est bien acceptée par
forganisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un
renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chronigues
comme l'asthme ou larthrite (Iserin et al., 2001).

Ces derniéres années, les traitements a base de ces plantes reviennent au premier plan,
car l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques, les bactéries et les virus se sont peu
a peu adaptés aux médicaments et les résistent de plus en plus.

Toutefois, la phytothérapie s'appuie a la fois sur cette sagesse traditionnelle et sur les
découvertes de la médecine moderne. La rencontre relativement récente des deux mondes et
la carence en normes qui régissent ce domaine fait en sorte que la pratique et la formation
sont encore tres disparates.

Pour contrer ce probleme, plusieurs méthodes d’investigations scientifiques ont été
encouragées afin d’isoler et d’identifier ces principes actifs ambitionnant la classification de
diverses propriétés des plantes a effets similaires et aussi de choisir les plus efficaces.

D'autres, se base davantage sur les connaissances biochimiques et se préoccupent
plutdt des symptomes des maladies et de l'action des principes actifs des plantes (Wichtl et
Anton, 2003). A titre d’exemple, la recherche pharmaceutique a décrypté la composition
chimique de nombreuses plantes médicinales.

De plus, a réussi de reproduire chimiquement un grand nombre de ces substances
actives, ainsi que le développement de nouvelles combinaisons (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

Dans le présent chapitre, on avancera un apercu général sur les différentes substances
phytochimiques issues des plantes médicinales, leurs intéréts en phytothérapie et leurs

différentes utilisations.
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1.1. Généralités sur les substances actives

Une plante médicinale, toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines de ces plantes contenant
toute une gamme de matiéres efficaces peuvent avoir des actions tres différentes suivant leurs
préparations (Schauenberg et Paris, 2005).

Toutefois, la notion de drogue se limite a toute substance d’origine végétale, animale
ou chimique vendue a I’état naturel. Elle est utilisée comme matiere premic¢re et servant a
réaliser des medicaments.

Parmi les principaux principes actifs les plus courants des plantes médicinales, on

peut nommer les flavonoides, les terpenes, les stéroides et les alcaloides.....etc.

1.1.1. Les flavonoides

Présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénolyques, qui
contribuent entre autres a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc. Ces composés
ont un important champ d’action et possédent de nombreuses vertus médicinales. Leurs
principales fonctions se limitent dans le maintien de la circulation sanguine et le renforcement
du systéeme immunitaire (Chevalier, 2014).

Les flavonoides constituent un groupe de substances trés importantes qui présentent
un grand intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés anti-oxydante, inhibitrice,
antivirale, antibactérienne,... les prédestinent a des utilisations dans les industries
pharmaceutiques, agroalimentaires, cosmétiques, etc. (Harborneetal., 2000).

Les flavonoides sont essentiellement des médicaments de 1’insuffisance veineuse ;
leurs actions se situent au niveau des petites veines ou des capillaires provoquant une
diminution de la perméabilité et augmentation de la résistance des capillaires. Ce sont des

toniques veineux et des protecteurs capillaires (Diallo, 2003).

1.1.2 Les tanins

Le terme tanin vient de mot tannage des peaux d’animaux en cuir. Le poids
moléculaire des tanins varie entre 500 et 2000 K Da. Ce sont des polymeéres phénoliques,
hydrosolubles et aromatiques qui ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines.
Ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités (Hagerman et

Butler, 1981).
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Leurs intéréts médicinales résident essentiellement dans leurs caracteres astringent,
leurs propriéetés de coaguler les albumines des muqueuses et des tissus, en créant ainsi une
couche de coagulation isolante et protectrice, ayant pour effet de réduire I’irritabilité et la
douleur, et d’arréter les petits saignements.

Généralement, sont employées le plus souvent contre les inflammations de la cavité
buccale, la bronchite, les hémorragies locales, sur les brulures et les plaies et les

inflammations dermiques (Peekinget al., 1987).

1.1.3 Les anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de I'hydrolyse des anthocyanidines (flavonoides proches
des flavones), qui donnent aux fleurs et aux fruits différentes couleurs bleue, rouge ou
pourpre. Ce sont de puissants antioxydants, nettoient ’organisme des radicaux libres. I1s
maintiennent une bonne circulation, notamment dans les régions du cceur, des mains, des
pieds et des yeux (Chevalier, 2014).

Les anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire,
mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques urinaires. Leurs plus grande
spécificite reste cependant leurs propriétés d’améliorer la vision nocturne en facilitant la

régénération du pourpre rétinien (Hennebelle et al., 2004).

1.1.4 Les coumarines

Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820 (Bruneton, 1999), elles
sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, la sauge et la
lavande. Ce sont des composés phénoliques des végétaux, portant un noyau benzopyrone dans
leurs structures (Alignan, 2006).

Les coumarines simples contribuent généralement a fluidifier le sang par leur activités
veinotonique et vasculoprotecteur, pour le traitement des spasmes néphrétiques, et les

affections dermatologiques (Barnard et al.,2002).

1.1.5 Les saponines
Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycolyses comme
ils peuvent aussi se trouver sous forme aglycones, ils ont un godt amer.
Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales. Ces substances sont

responsables de la production de la mousse une fois mélangées avec de I’eau.
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Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpénoides. La structure
chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines (cestrogéne,
cortisone). De nombreuses plantes qu’en contiennent ont un effet sur I’activit¢é hormonale
(Hopkins, 2003).

Il semble que les saponosides jouent un role dans le systeme de défense du végétal
contre les pathogénes microbiens. Les interactions mises en jeu avec les stérols de la
membrane ont pour conséquence des propriétés hémolytiques et une activité spermicide de
certaines molécules.

Géneralement, se sont toxiques pour les animaux a sang froid et en particulier pour les
poissons et les mollusques.

Certaines drogues a saponosides sont utilisées pour leurs propriétés antitussives
(rhizome de la réglisse), mais aussi anti-cedémateuses (cotylédons de lagraine de Marronnier

d'Inde) ou encore analgésiques (Sophie et Eherhart, 2003).

1.1.6 Les alcaloides

Les alcaloides forment un groupe diversifié de substances organiques azotées d'origine
végétale (Jorcin, 2007), a caractére alcalin, de faibles poids moléculaires et présentant des
structures complexes.

Comme métabolites secondaires, les alcaloides sont supposés jouer un role défensif
dans la plante contre les prédateurs (herbivores et carnivores) et a un degré moindre contre les
bactéries, les champignons et les virus, aussi employés pour traiter certains types de cancer.

En raison de leurs activités physiologiques et pharmacologiques remarquables, bon
nombre des quelques 12000 alcaloides connus, ont été exploités en tant que produits

pharmaceutiques, stimulants, narcotiques et comme poisons (Bazzi et al.2002).

1.1.7 Les glucosides
Les glucosides sont constitués de glucose et d’une substance non sucrée appelée

génine qui peut étre un acide, un alcool, ou un autre composé organique.

Les glucosides se répartissent en plusieurs catégories, et certains plus dangereux que

d’autres, ne doivent pas étre utilisés qu’en usage externe uniquement (Ali- Delille, 2010).
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1.2. Préparations et modes d’utilisation des plantes médicinales

Il existe deux modes d’utilisation des plantes médicinales (fraiches et seches). Le
premier regroupe les méthodes de préparations suivantes : infusion, décoction, macération,
élaboration des teintures et des sirops; et le deuxiéme est axé sur les formulations de
compresses et de pommades.

Une meilleure libération des principes actifs est souvent liée a 1’utilisation des plantes
fraiches par infusion ou sous forme d’un jus. Néanmoins, les effets thérapeutiques s’exercent
aussi bien sous forme de sirops, de teintures, de produits pour le bain, de cataplasmes ou par
inhalation (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

Les méthodes de préparation changent, citant ainsi quelques modes de préparations :

1.2.1. L’infusion
L'infusion est la forme la plus simple ; on lapplique généralement aux organes délicats
de la plante : fleurs, feuilles aromatiques, sommités. Cette forme permet d'assurer une
diffusion optimale des substances volatiles : essences, résines, huiles... (Baba,1999).
L'infusion est préparée en versant de l'eau bouillante sur une quantité spécifique de
matiere vegétale en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes, il s'agit d'un procedé
semblable a la préparation d'un thé commun dans une théiere. Onemploie, en général, comme

pour la décoction, un produit végétal pour dix parts d'eau (Sofowora., 2010).

1.2.2 Les tisanes

Ce sont des préparations aqueuses de plantes médicinales, entiéres, fragmentées, ou en
sachets-doses obtenues par infusion, décoction, maceération ou digestion, dans des récipients
ouverts. La préparation doit étre réalisée au moment de ’emploi. Une meilleure extraction est

obtenue en utilisant une plante fragmentée (Botineau, 2011).

1.2.3. La décoction

Cette préparation s’opere en faisant bouillir les plantes, le plus souvent dans de I’eau,
parfois dans du vin (alcool). Elle convient surtout aux différentes parties de la plante (écorces,
racines, tiges et fruits) (Djabou, 2006). Le processus d'extraction par décoction consiste a faire
bouillir, une partie ou la totalité de la plante, pendant un temps déterminé (10 a 30 mn),
de la laisser ensuite macérer pendant un autre laps de temps et procéder enfin la clarification
a l'aide d'un papier spécial ou d'une toile a trame fine (Chiej, 1982).

On prend, généralement, 10g d'eau pour un gramme de produit végétal (Volak , 1983)
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1.2.4. La macération

Cette méthode de préparation généralement concerne les plantes ayant des substances
actives thermosensibles par ébullition. Elle est définie comme étant infusion froide de longue
durée (de plusieurs jours) (Baba, 1999).
Cette préparation s'obtient en mettant les plantes, en contact avec un liquide quelconque (vin,
alcool, eau ou huile) a froid a raison d'une part de plante pour vingt parts de liquide (Sophi et
Eherhart, 2003).

Le temps de contact est parfois trés long, pour les plantes aromatiques ou ameres

devront macérer entre deux et douze heures.

Ilest connu que la macération des plantes dans l'eau est plus rarement employée car elle
cause des fermentations sous ’effet la longue durée de trempage. De toute maniére, il ne faut

pas excéder une dizaine d'heures.

1.2.5. Préparation de sirops

Globalement, les sirops sont préparés a base d’un extrait des plantes et un sirop de
sucre refroidi de concentration de 15 a 20% MS (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a ce dernier mode de préparation

en vue de mettre sur le marché un sirop anti-inflammatoire a base de notre espéce.
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Dans ce chapitre on présentera une plante médicinale locale, appartenant a la famille
des astéracées (composées) en I’occurrence I’Anacyclus clavatus. Ladite espéce est une plante
vivace commune utilisée en médecine traditionnelle par la population locale pour traiter

diverses pathologies.

2.1 Présentation des astéracées (composees)
Le nom Astéracée a été donné par Martinov en 1820 et composite par Giseke en
1792.

La famille des astéracées regroupe des plantes vivaces et des herbacés. 11 s’agit de la
plus vaste famille de phanérogames, avec 1530 genres et plus de 23 000 especes. C’est aussi
I’une des plus perfectionnées. Ses especes sont particulierement diversifiées dans les régions
séches, comme le Bassin méditerranéen, I’ Afrique australe, le Mexique et le sud — ouest des

états —unis (Botineau, 2010).

2. 2Présentation du genre Anacyclus

Le genre Anacyclus regroupe des especes a capitules composés en principe de fleurs
extérieures ligulées et de fleurs intérieures tubulées (Lloyd, et al. 1911). La principale
particularité du genre est la présence d’ailes aplaties entourant les fruits et faisant penser a des
paires d'oreilles, Ce sont des plantes annuelles, a feuilles alternes embarrassantes,
profondément divisées.

La tige portant le capitule s'épaissit en dessous de celui-ci. L'involucre est formé de
bractées inégales, se recouvrant en partie, ne portant pas d'appendice terminal.

Le taxon Anacyclus, tel que défini a l'origine par Linné (voir classification), En
Algérie le genre Anacyclus est représenté par deux espéces, a savoir Anacyclus pyrethrum
(L.) Link et Anacyclus clavatus (Pers) (Julien, 1894).

Le genre Anacyclus a fait ’objet de quelques investigations chimiques, signalant la
présence de nombreux types de métabolites secondaires, incluant des triterpénes, des

stéroides, des coumarines, des lignanes, des polyacétylenes (alkamides) et des flavonoides.

2.3. Caractérisation et présentation d’4nacyclus clavatus
Le nom Anacyclus vient du grec ana et kyklos qui signifient sans et cercle : les ligules
(petales en forme de langue) normalement disposées en cercle périphérique sont absentes chez

certaines especes.
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Cette espece méditerranéenne est trés commune dans toute 1’ Algérie. Elle est
utilisée dans la médecine traditionnelle contre les douleurs d’estomac. Certains la confondent
avec la camomille et I’utilisent,a tort, a sa place.

L’inflorescence ressemble a celle d’une camomille : des fleurs périphériques blanches
par le long pédoncule qui porte les fleurs de langue entourant des fleurs fertiles jaunes en
forme de tube. Les feuilles sont découpées plus largement que celles de la camomille.

Cette espece se distingue par le long pédoncule qui porte les fleurs (Guide illustré de
la flore Algérienne, 2012).

2.4.Caractéristiques (Julve,2015)

2.4.1 Organes reproducteurs
- Type d'inflorescence : capitule simple.
- Répartition des sexes : hermaphrodite.
-Type de pollinisation : entomogame.
- Période de floraison : de juin a juillet.

- Couleur de la fleur : blanc, jaune.

2.4.2. Lagraine
-Type de fruit : akene.

- Mode de dissémination : anémochore.

2.5Habitat et répartition

Elle pousse au bord des routes, des terres enlevées, les prairies seches nitrophiles,
jusqua 1.600 meétres au-dessus la mer.

Elle est abondante dans toute la Méditerranée, presque dans tout le territoire.

E
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2.6. Systématique et nomenclature de la plante Anacyclus clavatus
L’espéceAnacyclus clavatus (Figure 1)estclassée selon Cronquist (1981) comme suit :
Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anacyclus

Nom binominal : Anacyclus clavatus (Desf.) Pers., 1807.

Nom commun : Anacycle en massue / Anacycle tomenteux

Nom scientifique : Anacyclus clavatus

Nom vernaculaire : Bechibchou, Reliana.

Figurel : Photographie montrant I’aspect morphologique d’Anacyclus clavatus.

2.7. Description botanique
2.7.1. La plantule

Les cotylédons sont petits, 5-7 x 3-5 mm, ovales, arrondis & base large, sessiles et
glabres. Les deux premieres feuilles vraies sont dressées, courtes et divisées en un lobe
terminal et 3 & 5 lobes latéraux étroits, opposes ou non. Les feuilles ultérieures, toutes
pétiolées, sont irregulierement divisées 2-3 fois en segments étroits et mucrones.

L'axe hypocotylé est court, 5 a 10 mm, et souvent violacé. La plantule, disposée en
rosette lache, est vert foncé et velue (Caremeet al.,1990).

3


https://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nom_binominal
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Figure2 : la plantule d’Anacyclus clavatus.

2.7.2. La plante au stade adulte

Au stade adulte (Figure 3) la plante a 20 a 60 cm de longueur, a tiges dressées ou
ascendantes, ramifiées, plus ou moins velues. Ses feuilles sont bipennatiséquées a segments
linéaires. De capitules terminaux de 25 a 30 mm, a fleurs en tube de couleur jaune, et a fleurs
ligulées blanches ou parfois sans ligule.

Ses pédoncules sont élargis avec de paillettes apres la floraison. En ce qui concerne, les
akeénes externes sont petits, aplatis, entourés d'une aile fibreuse blanchatre a sommet arrondi,

ceux du centre non ailés. Floraison: mars-juin (Caremeetal.,1990).

Figure 3 : Aspect de la plante au stade adulte.

B
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2.8.Caracteres écologiques (Julve,2015)
2.8.1Caractéristiques climatiques
Ombre lumiére
Lumiére (RS RSP SN SN | :::::::II:::::::II::::::.:::::::II
Sec humide

humidité atmosphérique I|::::::II::::::II::::::.:::::: | R SRR EEEStE BRI
froid chaud
Température (SSS0SH ISS0SH IRSEIN BESen: | :::::::II::::::II:::::::.:::::II
Marin continental
Continentalité ||:::::::II:::::::.::::::II::::: | R BEESEH ISPEetH NEREN

2.8.2Caractéristiques du sol
Acide basigque
Réaction (pH) I ::::::II::::::II:::::::II::::::::| :::::::.::::::II::::::II::::::II

Sec humide
Humidité ||:::::::.:::::::I|:::::::II::::: | REIRER RESR! BESOEOH BRedd|

Texture |I::::::||::::::||::::::.:::::: | RRREER ECOPO RISl RESRed

Nutriments (SRR SR RSO BEAsReds | R .:::::II s

Non-tolerant tres-tolérant
Salinité .::::::II:::::::II::::::II::::::: | BERH B B B

Généralement, I'espéce Anacyclus clavatus pousse spontanément dans des régions
cotieres et chaudes a I’image du bassin méditerranéen ou I'ensoleillement est constant, elle se
contente d’un sol argileux riche en nutriments ou le pH est basique et le taux d’humidité

relativement inférieur a 35°C qui correspond a un air plus au moins sec.

E



Chapitre Il Genéralités sur Anacyclus clavatus

2.9. Usage traditionnel

Selon nos recherches 1’Anacyclus clavatus est utilisée comme remede traditionnel dans
quelques régions d’Algérie.Ainsi, en Kabylie cette plante connait plusieurs appellations
«walmam » dans la region de Bouira, «chib el hart » du c6té des Ouadias et «tazdelt » &
Larebaa nath irathen.

Au niveau de ces contrées 1’Anacyclus clavatus est conseillée pour les problémes
gastriques, elle traite les hémorroides de méme qu’elle est employée comme plante comestible
dans la préparation des plats traditionnels(couscous, salade, tisanes digestives, compote) et
comme aliment végétal destiné au bétail.

A Oum EIl Bouaghi et Djelfa, elle est connue sous le nom de « Kraa el djaja ».Dans ces
régions de I’Algérie, les fleurs d’Anacyclus clavatus préparées en infusion sont préconisées
contre I’anxiété, alors que les tiges sont destinées a apaiser les crises d’ulceére et d’estomac.

Elle est également utilisée sous forme de platre anti-inflammatoire (Pardo de Santayana
et Morales, 2010). De méme, les racines sont utilisées pour traiter diverses pathologies, elles
sont particulierement efficaces contre les infections de la peau, notamment les maladies

fongiques.

2.10. Propriétés biologiques

Des activités antioxydante, antiinflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antidiabétique ainsi qu’insecticide ont été signalées pour I’Anacyclus pyrethrum, une espéce
du méme genre que [/ ’Anacyclus clavatus.

Les études de Hammamiet al. (2012) ont montré que les huiles essentielles
d’Anacyclusclavatus possedent une activité antibactérienne vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa, et une activité antifongique plus importante contre Candida albicans, Candida
glabrata, Candidakrusei et Candida parapsilosis. Les extraits méthanoigues de feuilles et des
tiges et I’extrait cétonique des fleurs ont montré une activité anti-radicalaire trés élevée contre
les radicaux DPPH (Aliboudhar et al.2013).

Les huiles essentielles de cette espéce possedent plusieurs composés a effets
thérapeutiques,en particulier ’a-cadinol qui a un effet toxique sélectif contre les cellules
humaines d'adénocarcinome du cdlon (Sylvestre, 2006) et le B-éléeméne a été utilisé comme
médicament anti-tumoral (Yi-Qun, 2008).

Ainsi, d’autres composés tels que le 1,8-cinéole, terpinéne-4-ol et I'o- terpinéne ayant

une grande activité insecticide (Lee, 2004).

E
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Rimbau et al. (1999), ont évalué [l'activité anti-inflammatoire des extraits d’Anacyclus

clavatus contre la synthése des cytokines.

2.11. Travaux scientifiques réalisés sur Anacyclus clavatus

La composition des huiles essentielles de la partie aérienne (feuilles + tiges et fleurs)
d’Anacyclus clavatus a été identifiée par Aliboudhar et al.(2013). Elles sont composées plus
de 106 composés volatils dont la Germacréne D (16,84%) constitue la principale composante
de Thuile essentielle extraite des feuilles et des tiges tandis que le B-thuyone (11,16%) est le
principal constituant de I'extrait de fleur.

Une autre étude porte toujours sur la composition chimique des huiles essentielles des
différentes parties d’Anacyclus clavatus montre que, la fraction volatile des parties aériennes
de cette plante d’origine tunisienne contient 46 composés dont le chrysanthenyl (81,2%),
l’acétate (12,3%), le thujone (9,8%) et le chrysanthenone (8,2%) étaient les composés
majoritaires. Tandis que, les huiles essentielles extraites des tiges, des fleurs et des feuilles
d’Anacyclus clavatus d’origine algérienne possédent 98 et 106 composés (Aliboudhar et
al.2013).

Il est & signaler que, selon notre recherche et contrairement & la chimie des autres

espéces du méme genre, Anacyclus clavatus reste insuffisamment étudiée.
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3.1 Cadre de I’étude

La présente étude rentre dans le cadre de projet de recherche de notre promotrice
Melle BENAHMED DJILALI adiba visant a la valorisation de certaines plantes médicinales
locales afin de découvrir de nouveaux principes actifs a intérét pharmacologique.

Pour cela, nous nous sommes intéressées a étudier 1’espece Anacyclus clavatus afin
d’évaluer certaines propriétés biologiques (activités antimicrobienne et antifongique de ses
extraits phénoliques) et pharmacologiques visant une formulation sous forme d’un sirop a
effet thérapeutique (propriéte anti-inflammatoire consenti par une étude in vivo sur les rats).

Notre partie expérimental a été réalisée au niveau du laboratoire commun (Physico-
chimie) et le laboratoire de Microbiologie de I’université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou
tout au long du mois de mars et avril, la partie in vivo a été¢ effectuée au niveau de I’ institut

Pasteur d’ Alger .

3.2 Matériels

3.2.1 Appareillage

L’ensemble des appareillages et verreries utilisés pour réaliser cette étude sont cités ci-
dessous:
-Balance de précision 0,001g (KERN 770);

-Spectrophotometre (EV 9200) ;
-pH métre préciser (INOLAB) ;
-Bain marie(MAMMERT) ;
-Agitateur ;

-Four a moufle (NABERTHERM) ;
- Autoclave (WEBECO) ;

-Etuve (MEMMERT) ;
-Dessiccateur ;

-Réfrigérateur ;

-Bec bunsen.

3.2.2 Verrerie
-Tubes a essais.
-Pipettes et micropipettes ;

-Béchers ;

E
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-Fioles ;

-Erlenmeyers ;
-Entonnoirs ;

-Capsules en porcelaine ;
-Flacons en verre ;
-Papier filtre Wattman ;
-Papier aluminium;
-Once Pasteur stérile

-Disques stériles.

3.2.3 Produits et réactifs utilisés

-Différents agents solvants (eau distillée, mé¢thanol, éthanol, propanol...) ;
-Acide chlorhydrique ;

- Sels (acétate de sodium, ammoniaque, carbonate de sodium) ;

- Reéactifs (Follin-Ciocalteu, Dragendroff).

3.2.4 Milieux de culture utilisés
-Géloses (Muller Hinton, nutritive et Sabouraud,);
-Milieux (Brain Heart Infusion Broth(BHIB).

3.2.5 Matériels biologiques
» Souches microbiennes utilisées
Les souches utilisées dans notre étude font parties de deux groupes de micro-
organismes, qui sont des pathogenes et des contaminants (tableau I) provenant du Laboratoire

de microbiologie de I’'Université Mouloud Mammeride Tizi-Ouzou.

Tableau | : Souches microbiennes utilisées.

Nom de la souche Nature Type Famille
Pseudomonas aeruginosa Bactérie Gram - Pseudomonadaceae
Staphylococcus aureus Bactérie Gram+ Micrococcaceae
Candida albicans Levure /
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3. 3 Matériel végétal
3.3.1 Echantillonnage de la plante
Plusieurs ¢léments interviennent lors de D'opération d’échantillonnage: 1’age,
I’époque, le climat, et les parties récolées. Quel que soit la partie de la plante a cueillir, et
quel que soit la saison, le meilleur moment pour procéder a la récolte est le matin (Nogaret-
Ehrhat, 2008).
La plante étudiée est récoltée a la fin du mois de février et début mois de mars dans la

région de Beni Yanni de la wilaya de Tizi-Ouzou.

3.3.2 Conservation

La plante étudiée possede une humidité initiale élevée de I’ordre de 87%. Cette teneur
en eau est un facteur essentiel de développement de différentes altérations (chimiques et
biologiques). Pour éviter toute altération et conserver les principes actifs et par conséquent
les propriétés thérapeutiques des plantes, le séchage doux a I'air libre a été¢ préconisé par
plusieurs auteurs.

Dans d’autres études ultérieures faites par Hamrounietal, (2010), appuient sur I'effet de
séchage a l’air libre sur le rendement d’extraction d’huile essentielle de laurier noble
ontmontré un rendement important en cette huile.

Par ailleurs, d’autres auteurs ont signalé aucune perte de substances volatiles n’a été
constatée en séchant I'herbe a Iair libre (Consuelo., et al, 2002 ; Yourtlu., et al, 2010).

Dans notre cas, les parties aériennes (feuilles et tiges) ont été séchées immédiatement
apres la cueillette a 'air libre. Avant de lancer le séchage, celles-ci sont rincées a I’eau afin de
débarrasser les débris, par la suite étalées sur une surface ensuite laissées sécher a P'ombre, et
a labri de la poussiere dans des endroits bien aérés, la température est de ’ordre de 37°C
(Figure 4).

Le temps de séchage varie d’une semaine jusqu'a 15 jours. A la fin du séchage la

matiere séchée est broyée et tamisée a I'aide d’un tamis de taille de mailles de 500 um.
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Figure 4 : Aspect des parties aériennes (feuilles et tiges) d’Anacyclus clavatus

a) :aumoment de la récolte ; b) : aprés 15 jours de séchage a l'air libre

La poudre ainsi obtenue (Figure 5) a été conservée dans des flacons en verre fermés

hermétiquement a température ambiante et stockée a I’abri de lumicre et d”humidité.

Figure 5: Poudre d’Anacyclus clavatus conditionnée.
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3.4 Méthodes

L’analyse d’une plante a potentialités thérapeutiques passe inévitablement par deux
études différentes. La premiere consiste en une enquéte ethnobotanique préalable pour cibler
une activité biologique quelconque. Les résultats de cette enquéte avec les indications
éventuelles des guérisseurs traditionnels orienteront les méthodes d'extraction et les études
chimiques ultérieures.

Contrairement, la deuxiéme est plus classique, qui consiste a réaliser un criblage des
principales familles chimiques présentes dans la plante, et a réaliser les tests biologiques sur la

plante étudiée.

3.4.1 .Etude ethnobotanique

3.4.1.1 Définition

L’ethnobotanique est une discipline récente. Ce terme a été utilis¢é des 1895 par
Harsherberger, il désigne I’é¢tude des wvestiges botaniques trouvés dans les sites
archéologiques.

En 1940 ce terme a été ¢largi a I’étude des relations qui existent entre ’homme et le
milieu végétal environnant. Ensuite, en 1954, Conklin a considéré I’ethnobotanique comme
I’une des catégories de I’ethno science, ou de la science de peuples (Martin, 1971).

En effet, cette enquéte étudie aussi la classification des plantes en fonction des systemes
culturels (Ramade, 1993; Spichiger et al, 2004).
3.4.1.2 Intéréts

L’étude ethnobotanique permet de valoriser le savoir-faire des populations locales et
de leurs relations avec les plantes médicinales. De plus, elle propose des solutions pour la
conservation, la domestication et la restitution des connaissances dans loptique de
développement.

Cette étude apporte des compléments d’informations ethnographiques comme les noms
vernaculaires, la culture, la récolte, les utilisations possibles et les modes de préparation des

plantes (Spichiger et al., 2004).
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3.4.1.3 Zone d’étude

L’enquéte a été réalisée dans le site de Beni Yanni (en tamazight : Ath Yanni) est une
commune rurale située dans le massif de la Kabylie & 35 km au sud-est de la wilaya de Tizi
Ouzou, dont le relief est constitué d'une succession de collines au piémont de la chaine du
Djurdjura qui en constitue la limite septentrionale. Les villages sont batis au sommet des
crétes de montagne a une altitude de 800 a 900 metres.

La ville s'étend sur une superficie de 3425 hectares soit 34,25 km2. 34,3 kn? et
compte 5 737 habitants depuis le dernier recensement de la population. La densité de
population est de 167,5 habitants par km? sur la ville. Entourée par Ouacif, Ait Aggouacha et
Alt Toudert, Beni Yanni est située a 5 km au nord-ouest d'Ouacif la plus grande ville des
environs.

La région d’étude se caractérise par un climat méditerranéen avec un été chaud, Ait
Yanni est située a 833 metres d'altitude, dont les coordonnées geographiques sont : La
latitude est de : 36° 34' 31" nord, alors que la longitude est de : 4° 12' 28" East (Wikipédia).

3.4.1.4 Méthodologie
Il s’agit d’une enquéte réalisée sur terrain qui consiste a collecter des données en
relation avec I’Anacyclus clavatus auprés des praticiens traditionnels de la ré gion d’ étude.
Une fiche d’information (voir annexe 1) a été utilisée pour rassembler les différents
renseignements et les informations recherchées concernant les parties utilisées, les maladies
traitées par cette plante, ainsi que leurs modes d’utilisation et d’administration.

Au début de cette étude, I’identification botanique de cette espéce a été réalisée au
niveau du laboratoire de département d’écologie de 1’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-
Ouzou avec I’aide de Mr Benghanem Nabil enseignant de la méme Université.

3.4.1.5 Population enquétée

Cette enquéte a été réalisée durant les mois de Février et Mars de ’année 2016.

La population enquétée compte 50 personnes de différents sexes (25 hommes et 25 femmes) a

ages et niveaux intellectuels différents.

3.5 Analyse phytochimique

Cette analyse a pour objectif d’identifier les différentes familles de composés existants
dans la partie aérienne (feuilles et tiges) d’Anacyclus clavatus au moyen des réactions de
précipitation et /ou de coloration spécifiques a chaque famille de composés.

Il s’agit principalement des alcaloides, des flavonoides, des hétérosides, des quinones,

des saponines et des tanins.

E



Chapitre III Matériels et Méthodes

Ce screening chimique a été effectué soit sur la poudre de la partie étudiée ou bien sur

son extrait (infuse).

3.5.1 Préparation de l’infusé

Dans un erlenmeyer de 250 ml, macérer 20g de poudre végétale dans 100 ml d’eau
distillée bouillante. Laisser infuser pendantl5 mn puis filtrer sur papier filtre.
L’infusé obtenu est ajusté a 100 ml d’eau distillée et conservé pour la recherche des différents

composés chimiques constituants cette plante.

3.5.2 Recherches des composés chimiques
» Recherche des flavonoides
A 5ml de T’infusé, on ajoute Sml d’HCL, un coupeau de Mg et 1ml d’alcool iso
butanol. La réaction est positive lorsque la coloration est rouge orangé.
» Recherche des alcaloides
On ajoute 20 ml d’ammoniaque (1/2) a 5 g de poudre végétale, plus 50 ml d’un
mélange éther-chloroforme (3/1). Le filtrat est épuisé par HCI (2N).
L’identification des alcaloides a été réalisée grace au réactif de Dragendroff qui donne un
précipité rouge.
» Recherche des tanins
Introduire dans un tube a essai 5 ml de l'infusé, ajouter goutte a goutte la solution
aqueuse FeCl; a 5% ,en présence des tanins, une coloration verdatre se développe.
» Recherche des tanins galliques
On sature le filtrat par ’acétate de sodium, puis on lui ajoute quelques gouttes de FeCls.
La réaction est dite positive lorsque la coloration bleue noiratre apparait.
» Recherche des anthocyanes
Introduire dans un Erlenmeyer 5ml d’infusé, ajouter quelques gouttes d’HCIL La
réaction positive est déterminée par une coloration rouge.
» Recherche des leuco-anthocyanes
A 29 de poudre, on ajoute 20ml (propanol /acide chlorhydrique) (v/v). On porte le
mélange au bain marie bouillant pendant quelques minutes. Les leuco-anthocyanes sont

détectées grace a une coloration rouge de la solution.
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» Recherche des quinones libres
On ajoute 2ml d’ HC1 (1N) a 2g de poudre végétale, plus 20ml de chloroforme puis on
laisse le mélange reposer pendant 3h. Aprés on filtre et on ajoute au filtrat 5ml d’ammoniaque
172).

La réaction positive est déterminée par 1’apparition d’une couleur rouge-violette.

» Recherche des saponosides
Dans deux tubes a essais fermés, on met dans ’'un 5Sml d’HCla 0,1N, dans I’autre S5Sml
de NaOH 0,IN. On introduit dans chaqu’un 2 a 3 gouttes d’infusé. Ensuite bien agiter
verticalement pendant 30s et laisser reposer pendant 15min.
Une réaction positive est déterminée par la présence d’une mousse persistante. On
distingue deux cas :
ler cas : en présence des saponines stéroidiennes, on obtient dans les deux tubes le méme
volume de la mousse ;
2eme cas : si la plante contient des saponines triterpéniques, en milicu basique il y’aura
formation d’une mousse quelque fois plus grande par stabilité et par volume.
» Recherche des glucosides
Quelques gouttes d’H,SO40nt été ajoutées a 2g de poudre végétale. Une coloration

rouge brique ensuite violette se manifeste en présence des glucosides.

3.6 Détermination de la teneur en polyphénols totaux
3.6.1 Extraction de polyphénols

Deux extraits phénoliques ont été préparés en utilisant deux solvants (I’eau et
I’éthanol). Afin d’éviter I’oxydation des composés phénoliques, I’extraction a été¢ effectuée a
I’abri de la lumicre en recouvrant toute la verrerie avec du papier aluminium; et les extraits
sont conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation (Chan et al.2009).

» Protocole d’extraction

10g de matériel végétal finement broyé est soumis a 1’extraction par macération dans

une solution aqueuse et éthanoique pendant 5jours, avec agitation de temps en temps une

température ambiante. Les extrais sont filtrés a I’aide d’un papier filtre Wattman.

E



Chapitre III Matériels et Méthodes

Les différentes étapes respectees pour extraire les polyphénols des feuilles et des tiges

de notre plante sont présentées dans le diagramme suivant :

Feuilles et tiges seches
=
Broyage
.=
Macération
37 I
10g de broyat dans 175ml 10g|de broyat dans 150 ml
d’eau distillée d’éthanol

<~z
Filtration et récupération du filtrat

<>

Concentration au rotavapor a 60C° sous vide

Figure 6 : Protocole d’extraction des polyphénols totaux (légerement modifié)
(Chan et al. 2009).

3.6.2 Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode
de Folin-Ciocalteu (Singleton et al. 1999).
» Principe
Lorsque les polyphénols sont oxydés, réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un
complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne.
L’intensité de la couleur est proportionnelle au taux des composés phénoliques oxydés
absorbant a un maximum d’absorption a 760 nm (Boizot et charpentier, 2006).
» Mode opératoire
Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode décrite par Juntachoteet
al. (2006). Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits de la plante

Anacyclus clavatus est représenté par I’organigramme suivant :
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Ajouter 0,2ml de I’extrait de I’échantillon

-

Ajouter 1,8 ml d’eau distillée

-

Bien mélanger

-

ij}uter 0,5ml du réactif de Folin-Ciocalteu

.

|_aisser reposer 5min

s

Ajouter 0,5ml de carbonate de sodium

S

Bien mélanger

¢

Incubation pendant une heure a température ambiante et a I’abri de lumicre

S

Mesure de 1’absorbance a 760nm

Figure 7 : Etapes de dosage des polyphénols (Singletonet al. 1999).

3.6.3 Préparation de la droite d’étalonnage

On fait dissoudre 200 mg d’acide gallique dans 100 ml d’éthanol, soit une solution
mere (S1) ensuite, on réalise une série de dilution de cette solution comme sulit :

On prélever Sml de la solution mere puis on additionne 5 ml d’eau distillée en obtient
la dilution S1/2;

Onprélever 5 ml de la solution précédente S1/2 puis on rajouter 5 ml d’eau distillée et
en obtient la dilution S1/4;

On procede de la méme maniére pour les autres dilutions.
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On réalise la lecture de I’absorbance des différentes dilutions a 760 nm et on trace la
droite d’étalonnage DO en fonction de la concentration en polyphénols exprimée en mg
d’acide gallique/g MS.

3.7 Caractérisation physico-chimique de la poudre de la plante
3.7.1 Le pH (NFV 05-108, 1970)
Il définit I'acidité de produit considéré, mesuré a 1’aide d’un pH-metre,
» Mode opératoire

10 ml d’eau distillée chaude sont ajoutés a 2g d’échantillon. Le mélange est broyé puis
filtre et laissé refroidir.

Plonger I’¢lectrode dans un volume important de ce filtrat et noter la valeur du pH.

I1 faut rincer I’électrode avec 1’ecau distillée avant et apres chaque mesure.

3.7.2 Détermination de I’acidité titrable (NF V 05-101, 1974)
L’acidité titrable est la somme des acides minéraux et organiques libres.

Elle est déterminée selon I’équation suivante :

A%=250 V1 x100 / (VO M x 10) x0, 07=175V1/(VOxM) ............... (1)

Soit :

M : Masse en gramme du produit préleve.

VO : Volume en millilitres de la prise d’essai.

V1 : Volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de sodium a 0,1 N utilisé.

0,07 : Facteur de conservation de I’acidit¢ titrable en équivalent d’acide citrique.

» Mode opératoire
Ajouter 10g de poudre a 50 ml d’eau distillée bouillante puis mettre la solution dans

le bain marie pendant 30 min. Laisser refroidir puis ajuster jusqu’ a 100 ml avec I’eau distillée
Filtrer le mélange, puis récupérer 10 ml du filtrat et ajouter quelques gouttes de

phénophtaléine, ensuite titrer avec NaOH jusqu'a virage de couleur rose persistante.

3.7.3 Teneur en cendres (NF V 05-113, 1972)
Les cendres constituent les résidus de composés minéraux restant apreés I'incinération
d’un échantillon contenant des substances organiques d’origine animale, végétale ou

synthétique.
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» Principe
L’¢échantillon est calciné a 550°C dans un four a moufle jusqu’a I’obtention de cendres
blanchatres de poids constant.
» Mode opératoire
Dans des capsules en porcelaine, peser 4g d’¢chantillon ;
Placer les capsules dans un four a moufle réglé a 550 + 15°C pendant 5 heures jusqu'a
I’obtention d’une couleur grise claire oublanchatre ;
Retirer les capsules du four et les mettre a refroidir dans le dessiccateur, puis les peser.

La matiere organique est calculée selon 1’équation suivante :

MO(%) =M1-M2 X100  ..ooveeiiiiiieeeeeiieee, )

P

Soit:

MO : Matiére organique (g) ;

M1 : Masse de la capsule + prise d’essai (g) ;

M2 : Masse de la capsule + cendres (g)

P : Masse de la prise d’essai (g).

La teneur en cendres(Cd) est déterminée comme suit :

CO=100-MO oo 3)

3.7.4 Humidité (AFNOR, 1986)
» Mode opératoire
1. Peser 5g du matériel végétal frais dans une capsule en porcelaine;
2. Sécher dans I’étuve a 103 + 2°C pendant 3h;
3. Retirer la capsule de I’étuve, les refroidir dans le dessiccateur, aprés les peser.
4. L’opération est répétée jusqu'a I’obtention d’un poids constant.

La teneur en eau sera déterminée selon la formule suivante :

HO6) = MLI-M2 X 100 ooveeoeeeeee oo e, 4)
M
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Soit :
H : humidité en (%) ;
M1 : Masse de la capsule + matiere fraiche avant séchage en (g) ;
M2 : Masse de I'ensemble aprés séchage en () ;
M : Masse de la prise d’essai en (g).

3.8 Activité antimicrobienne

L’activit¢ antimicrobienne de notre plante a ét¢ évaluée par la méthode de diffusion
sur milieu gélosé décrite par Benjelali et al. (1986). Il s’agit de mesurer les zones
d’inhibitions issues de I'effet des extraits phénoliques vis-a -vis les souches pathogenes

testées.

3.8.1 Stérilisation du matériel
L’eau physiologique, les milieux de culture, les tubes a essai utilisés dans la
préparation des solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diameétre)

ont été stérilisés a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

3.8.2 Revivification des souches

Pour permettre aux bactéries stressées de récupérer leurs potentialités ; 1ml de la
suspension bactérienne a été prélevé et additionner a 9ml du BHIB. Les tubes sont mis a
I’étuve 24h a 37°C.

3.8.3 Repiquage des souches
Les bactéries sont ensemencées a 1’aide d’une anse sur gélose nutritive en réalisant
des stries serrées, puis incubés a 37°C. De méme, Candida albicans a été repiquésur gélose

Sabouraud et incubée & 28°C pendant 8 jours.

3.8.4 Standardisation
On préleve a I'aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques
de chacune des souches bactérienne a tester. La suspension bactérienne est bien

homogénéisée, d’opacité 0,5 Mc Farland équivalente a une DO de 0,08 & 0,10 a 625 nm.
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3.8.5. Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement des souches testées est réalisé par écouvillonnage sur la surface des
milieux de culture par la technique de stries.

Les disques imprégnés d’extraits phénoliques sont déposés délicatement sur la surface
de la gélose pré-inoculée a I'aide d’une pince stérile.

De méme, les disques contenants des antibiotiques (témoins positifs) appropriés et les
disques imprégnés d’éthanol ou de l'eau distillée (témoins négatifs) ont €té¢ utilisés pour la
comparaison avec les résultats des extraits testés.

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C pour les

bactéries et a 28°C pendant 5 jours pour la levure.

3.8.6 Lecture des résultats

Apres incubation, on observe soit une résistance des souches vis-a-vis des
polyphénols, (croissance autour des disques) ou une sensibilité des souches aux polyphénols
qui se traduit par une zone d’inhibition autour des disques. On mesure les diametres des halos

d’inhibitions au tour des disques.

3.9. Etude de P’activité anti-inflammatoire (test in vivo)

Le but recherché de ces tests est de déterminer I’effet thérapeutique de I’extrait
aqueux de la plante Anacyclus clavatus contre I’inflammation de la membrane gastrique chez
les rats Wistar.

Cette ¢tude a été réalisée au niveau de I'Institut Pasteur d’ Alger pendant une durée de

40 jours.

3.9.1 Les animaux testés

Les tests in vivo sont réalisés sur des rats blancs albinos «Rattus norvegicus» varieté
Wistar (figure 8), de sexe male, agés de 2 a 3 mois, ayant un poids corporel compris entre 100
et 260g.

Les rats sont ¢élevés au niveau de lanimalerie de D'Institut Pasteur d’Alger ou
ils sont nourris d'un aliment complet sous forme des granules de types "EL AALF" composé
de céréales, tourteaux de soja issus de céréales, huile de soja, phosphate mono calcique,

carbonate de calcium, lysine, méthionine, choline, sel, plus une complexe oligo-vitamine.
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Lors de notre étude, I'eau de robinet ou I’extrait aqueux de la plante et laliment leurs

sont fournis quotidiennement. La litiere est renouvelable trois fois par semaine.

Figure 8: Photo d’un rat de type Rattus norvegicus

3.9.2 Répartition des rats
Cette expérimentation a été faite sur 24 rats répartis en 4 lots de 6 rats (Figure 9) et le
tableau (I1).

Figure 9 : Répartition des rats selon les lots

Lot 1 : ttmoin négatif : regroupe les rats non traités ;
Lot 2 : ttmoin positif : regroupe les rats prétraités par le poivre noir ;
Lot 3 : inflammé et traité par I’extraitd’Anacyclus clavatus ;
Lot 4 : traitéuniquement par I’extrait d’Anacyclus clavatus.
La concentration de I’extrait aqueux d’Anacyclus clavatus testée est de 10g/500ml

d’eau distillée.
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3.9.3 Protocole expérimental

Matériels et Méthodes

3.9.3.1 Administration de I’extrait aqueux de la plante

Les animaux des lots positif et traité uniquement par la plante ont recu une quantité de

I’extrait aqueux de la plante par gavage pendant 30 jours. Cependant les rats de lot t¢émoin

négatif sont alimentés uniquement par ’aliment de bétail pendant la méme période.

Les quantités d'extrait de notre plante et I’aliment de bétail ont €t¢é administrées et

ajustées régulierement afin de maintenir les mémes doses.

Tableau 11 : Répartition des lots des rats testés et leurs quantités administrées.

N°de lot | Nombre de | Poids moyen | Volume de la| Aliment
rats Q) solution de bétail
administrée (9)
Lot1 6 211,85+ 92,72 100 ml de 30
I’eau
Lot 2 6 192,28+ 84,89 | 100 ml de la 30
solution de
poivre noir
Lot 3 6 192,28+ 84,89 100 ml de 30
I’extrait
aqueux de la
plante
Lot 4 6 204,57+ 89,67 100 ml de 30
I’extrait
aqueux de la
plante

3.9.3.1Controbles et observations

Les animaux sont contr6lés individuellement et quotidiennement. Le comportement et les

symptomes cliniques des animaux sont notés pendant toute la durée de 1’expérience (sommeil,

diarrhées et mortalités).

Chaque 48h, la pesée de I'aliment et les volumes administrés (eau, extrait aqueux de la

plante) sont contrdlés et ajustés.
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3.9.3.1Analyses de contrdles
L’évolution de la glycémie a jeun, le profil lipidique, et la prise de poids des rats des
différents groupes sont contr6lés dés le premier jour.
» Le suivi du poids corporel des rats
Pendant toute la période d’expérience, le poids corporel des rats est suivi chaque
2jours. Il est mesuré¢ a ’aide d’une balance de précision en gramme (g) (Figure 10) et

enregistré pendant la durée expérimentée.

Figure 10 : La prise de poids des rats
» Suivi de la glycémie

Avant chaque préléevement de sang, les animaux sont privés de nourriture (aliment de
bétail et extrait de plante) pendant 18 heures. L’¢évolution de la glycémie des rats des
différents lots est suivie & moyen terme durant 4 semaines (To, le 7°™ jours, 14°™ jours, 21°™M®
et 28°™ jours).

Le sang est préleve a partir de la veine caudale ou du sinus rétro-orbital au niveau de
I’ceil (Figure 10) et la glycémie est mesurée a aide d’un lecteur de glucose (glucométre a
bandelettes réactives On Call Plus). Les teneurs en glucose sont exprimées en ¢/l et les

variations de la glycémie sont montrées par moyen de chaque lot.
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Figurell : Prélevements du sang au niveau du sinus rétro-orbital de I’ ceil.

» Analyse et suivi du profil lipidique
Pour I’examen biochimique (profil lipidique), le sang prélevé est mis dans des tubes
contenant un anticoagulant.
Cette analyse a été réalisée sur les sangs des rats a tO initial et a t final et ce pour tous

les lots étudiés. Les résultats sont exprimés en g/1. Il s’agit d’analyser le cholestérol,

triglycéride et Hdl
>  Dessiccation et prélevement des organes
La dessiccation des rats a pour but d’observer les effets de la plante étudiée sur les
différents organes.
Notre attention était portée sur les intestins, I’estomac, le foie, le cceur et les poumons.
A Taide d’un bistouri on a ouvert les abdomens des cobayes. Suite a cela avec une

pince on a prélevé les organes a savoir le cceur, les reins, le foie, I'estomac et les intestins

(Figure 12).
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Les organes ont été conservés dans des tubes a vices contenant une solution de formol

puis dirigés vers le laboratoire d’Histologie de I’Institut Pasteur pour I'analyse des coupes

histologiques.

c)
Figure 12 : Les différentes étapes de la dessiccation.
a) ratsacrifie ; b): prélevement des organes ; ¢) : organes conservés dans le formol.

» Confection des coupes histologiques
Afin de mettre en évidence les Iésions histopathologies observées dans les rats traités,
nous avons fait subir aux prélévements un ensemble de techniques selon la méthode décrite
par I'Institut Pasteur qui sont les suivantes :
e Fixation des organes
Le but de la fixation est de conserver les structures tissulaires et cellulaires, permettant
de figer le tissu dans I’état le plus proche de son état initial
Dans notre étude nous avons eu recours au formol 4% (pH 7), par immersion immédiate
des echantillons post préléevement dans un grand volume de liquide (10 fois le volume de

I’organe) durant 24 a 48 heures.
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e Déshydratation

Les organes fixés sont plongés dans des bains successifs d’alcool a degrés croissants
(70°,90° et 100°) dans le but de les préparer une inclusion en milieu hydrophobe (paraffine).
Durée : 1 heure dans I’alcoola 70°, 30 minutes dans I’alcool a 90° et 30 minutes dans 1’alcool
a 100°.

e Eclaircissement

3 bains intermédiaires de Xxylene sont réalisés et nécessaires pour permettre une
imprégnation de la paraffine (n’étant pas soluble dans I'alcool) et faciliter sa dissolution dans
le tissu.

e Imprégnation et inclusion en paraffine

Les organes sont soumis a 2 bains successifs de paraffine liquide avec incubation de 8
heures et 1 heure.

Les échantillons sont par la suite coulés dans des moules a inclusion métalliques
contenant de la paraffine fondue (placée sur une plague chauffante).

e Confection des coupes : Microtomie

Avant de procéder a la coupe il est nécessaire de rigidifier les blocs de paraffine par
mise de ces derniers au froid (au congélateur).

Les blocs sont disposés par la suite sur le microtome, des coupes fines de 3 um sont
réalisées a I'aide d’une lame couteau (par mouvement vertical). Ces coupes sont déposées
dans un bain marie NUVE r réglé a 44°C, et récupérées par la suite a ’aide d’une larme porte
objet.

A la fin les coupes sont incubées durant toute une nuit dans une étuve de marque

Memmert.

e Déparaffinage et réhydratation des coupes

Cette étape précéde la coloration (pour une meilleure imprégnation des tissus par les
colorants). Elle s’effectue par deux bains successifs de xyléne pendant 15 minutes chacun.

e Coloration des coupes

La coloration classique pour I'observation morphologique des coupes est la coloration
Hémalun- Eosine (HE).

L’Hémalun est un colorant basique donne une teinte bleue violacée aux noyaux.

L’Eosine est un colorant acide confére une teinte rosée au cytoplasme.
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e Déshydratation et montage des coupes

2 bains rapides d’alcool a degrés croissants puis montage des coupes entre lame et
lamelle a ’aide de résine hydrophobe EUKITT.Lecture et prise de photographies

La lecture s’est effectuée a I'aide d’un microscope de marque ZEISS axiostar plus a
des grossissement différents (X4, X10 et X40), la prise de photographies illustrant les

structures tissulaire se fait a I’aide d’une caméra intégrée de type LEICA .

3.10. Essai d’élaboration d’un sirop anti-inflammatoire

Pour cette partie de travail, nous nous sommes intéressés a I’essai de fabrication d’un
sirop thérapeutique Bio (antiinflammatoire) a base de I’extrait de notre plante, sirop de datte,
jus de citron naturel et la poudre de zeste de citron. Cinq formulations ont été préparées
(Tableau I1I).

v Le sirop de dattes a été préparé a partir de dattes seches variété Mech-Degla connue
par sa richesse en sucres et en minéraux et par son abondance (Benahmed Djilali et al. 2011).

v Le jus de citron naturel utilisé comme agent de conservation.

v La poudre de zeste de citron est utilisée comme agent d’aromatisation.

Tableau 111 : Composition des formulations de sirops élaborés.

| Formulations  F1 F2 F3 F4 F5 |
Sirop de 100ml 50ml 75% x50ml  50% x50ml  25% x50ml
datte ( Brix

19-20%) (ml)

L’extrait 4% 12,5ml 25%x3,12ml  50%x6 ,25ml  75%x9,37
aqueux de la

plante

Zeste de 1 1 1 1 1

citron(%o)

Jus de citron 1 1 1 1 1
naturel (%)
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Les différentes formulations sont stérilisées par tyndallisation et stockées au

réfrigérateur avant leurs analyses.

3.10.1Analyse sensorielle des sirops
» Principe

Selon LAS (2011), Tlanalyse sensorielle consiste a analyser les propriétés
organoleptiques des produits par les organes des sens la vue, le toucher, I’ouie, I'odorat
et le godt.

Elle constitue un wéritable outil qui permet d’évaluer les caractéristiques
organoleptiques des produits (gout, odeur, texture et couleur).

Ces critéres sont notés sur une fiche d’appréciation proposée aux dégustateurs
(Annexe 3).

Un échantillon de chaque formulation est présenté dans un petit flacon numéroté, puis
dégusté et évalué par le panel de dégustateurs. Ce dernier est composé de 50 dégustateurs
rassemble des personnels des laboratoires d’analyses, des enseignants et des étudiants de
I’Universit¢ Mouloud Mammeri auxquels on a proposé la fiche d’appréciation des critéres
organoleptiques (goUt, odeur, et couleur).

La meilleure formulation est celle qui présente les meilleures qualités organoleptiques

physicochimiques et microbiologiques.

3.10.2Analyses portant sur la meilleure formulation
3.10.2.1 Caractérisation physico-chimique
Les mémes protocoles utilisés dans la caractérisation physico-chimique des matieres
premieres ont été appliqués pour I’analyse de la meilleure formulation de sirop choisi.
3.10.2.2 Test de stabilite
Ce test a pour objectif de Vérifier la stabilité de la meilleure formulation des sirops
élaborés (formulation F3) de point de vue microbiologique et physico-chimique. Pour cela,

ladite formulation a été analysée initialement et apres 1’incubation a 31°C pendant 21 jours.
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4.1 Résultats d’étude ethnobotanique

Aprés avoir lu et regroupé les informations récoltées des personnes enquétées il en
ressort ce qui suit :

4.1.1 Utilisation de la plante selon I’age

Les résultats obtenus montrent que, 1I’espéce d’Anacyclus clavatus est répondue dans
la wilaya de Tizi Ouzou spécialement la région de Beni Yanni. Une forte utilisation est
observée chez les personnes agées de 40 a 70 ans (44%) (Figure 13).

Cependant, le reste de la population utilise la plante avec un pourcentage moins
important (33 % pour la population de tranche d’age de 30 a 40 ans et 22 % pour les
personnes trop jeunes).

En effet, nous constatons que, les personnes agées ont plus de connaissances sur 1’usage
des plantes médicinales par rapport aux autres classes d’ages. Cela, nous confirme que,
I’expérience accumulée avec 1’age constitue la principale source d’information a 1’échelle
locale au sujet de 1’usage des plantes en médecine traditionnelle.

Néanmoins, la transmission de ces connaissances est en danger actuellement parce

qu’elle n’est pas toujours assurée d’une génération a une autre (Anyinam, 1995).

m18-30 Ans m30-40 Ans m40-70 Ans

44%

Figure 13: Utilisations d’Anacyclus clavatus selon I’age de la population enquétée.

4.1.2. Utilisations de la plante selon le sexe

Les résultats trouvés révelent que les femmes utilisent beaucoup plus cette plante avec
une fréquence plus importante (58 %), en comparaison avec la population masculine présente
(42%) (Figure 14).
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Ceci peut étre expliqué par le fait que, les femmes utilisent les plantes médicinales
dans d’autres domaines autres que la thérapie citant par exemple en cosmétologie et aussi par
leurs responsabilités en tant que meéres donnant les premiers soins en particulier pour leurs
enfants. Ces résultats affirment que, les femmes sont plus détentrices du savoir
phytothérapique traditionnelles.

B Hommes M Femmes

Figure 14: Utilisations de la plante selon le sexe.

4.1.3. Utilisations thérapeutiques
4.1.3.1 Parties utilisées

Globalement, les différentes parties de cette plante sont utilisées en meédecine
traditionnelle notamment les feuilles, les graines, les racines, les tiges, les fleurs ou bien la
plante entiere (Figurelb).

Selon la population enquétée, les feuilles sont les plus utilisées (86%), les tiges
occupent la deuxieme place avec un pourcentage de 68%. Les fleurs occupent une place
moyenne avec un taux de 50%. Cependant, les racines sont les moins utilisées avec un

pourcentage de 20%. Les graines ne sont pas utilisées par les personnes interrogées.
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Figurel5 : pourcentages d’utilisations de différentes parties d ’Anacyclus clavatus.
4.1.3.2 Modes de préparations

Plusieurs modes de préparations sont employés pour extraire les principes actifs de
cette plante a savoir : I’infusion, la macération, la décoction et sous forme de poudre (Figure
16). L’infusion et la macération sont les plus utilisables selon la population enquétée.
Toutefois, I’infusion est le mode le plus dominant (88%) suivi par la macération qui atteint un

taux de 38%.

100%

80
70 A
60 -
50 -
40
30 A
20 A

infusion macération décoction poudre cataplasme

Figurel6 : Modes de préparations d’Anacyclus clavatus.

4.1.3.3Utilisations thérapeutiques
Les différentes parties d’Anacyclus clavatus sont utilisées pour traiter de nombreuses
maladies. Selon la population enquétée, ladite espece est trés souvent utilisée pour traiter les

douleurs gastriques ainsi que I’anxiété, les hémorroides et les blessures.
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Les fréquences les plus marquées concernent le traitement stomachique (90%), le
traitement de I’anxiété (40%) et des hémorroides (32%). Alors que, la guérison des blessures

marque une fréquence de 30 %.

100 %
80
60
40

20

Stomachique Anxiété Hemoroides blessure

Figurel?7 : Maladies traitées par Anacyclus clavatus.

» Remarques concluantes

La fréquence d’utilisation d’Anacyclus clavatus comme plante médicinale dans le
cercle de la région de Tizi-Ouzou est trop marquée selon les personnes enquétées. Ainsi, les
jeunes, comparés aux personnes agées, ne connaissent généralement ni le nom ni 'utilité de
I’espece étudice.

Communément, les femmes et les hommes de cette région ont un savoir médicinal
partagé, avec un léger avantage revient aux femmes.

Les résultats de cette enquéte, a révélé une multitude d’informations concernant les
parties utilisées cette plante médicinale, les différents modes de préparations ainsi que ses
vertus thérapeutiques.

Ces informations sont résumées comme suit :

Les personnes agées prédominent avec un taux de 44 % d’utilisations.
Les feuilles et les tiges constituent les parties les plus utilisées, elles occupent les
meilleurs pourcentages 86 %, 68% respectivement.

L’enquéte a montré que la plante étudiée est utilisée par la population pour traiter
quatre maladies a savoir : les douleurs gastriques (90%), 1’anxiété (40%), les hémorroides
(32%), (30%) et les blessures (30%).
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Les informations recueillies constituent un inventaire qui contribue d’une part a la
connaissance de la flore médicinale algérienne et a une sauvegarde du savoir-faire de la
population locale d’autre part. Elles constituent également une base de données pour la
valorisation des plantes médicinales en vue de découvrir de nouveaux principes actifs

utilisables en pharmacologie.

4.2. Résultats d’analyse phytochimique

L’analyse phytochimique des extraits de plantes est une étape préliminaire et d’une
grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants bioactifs responsables des
vertus thérapeutiques.

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants la
poudre des feuilles et tiges d’Anacyclus clavatus a été faite selon les méthodes standards du
screening phytochimique.

Les résultats de cette analyse sont portés dans le tableau IV.

Tableau 1V : Résultats des tests phytochimiques effectués sur la poudre d’Anacyclus clavatus

Meétabolites secondaires Quantités
Tanins (+++4)
Tanins galliques (+++)
Saponosides -)
Flavonoides (+++4)
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Quinones libres (-)
Alcaloides (++)
Anthocyanes (-)
Leuco-anthocyanes (-)

Glucosides (-)

(+++) : Abondance ; (++) : moyen ; (-) : absence.

Les résultats d’analyse phytochimique montrent que, la poudre des feuilles et des tiges
d’Anacyclus clavatus est tres riche en tanins, en tanins galliques ainsi que les alcaloides et
les flavonoides, mais a des proportions différentes. Cette richesse en métabolites secondaires
leur confére des propriétés pharmacologiques importantes d’ou leur utilisation en médecine
traditionnelle.

Alors que, les tests réalisés pour I’identification des anthocyanes, leuco anthocyanes,
saponosides et les glucosides ont montré des résultats négatifs car la plante est dépourvue de
ces types de métabolites.

En comparant les résultats trouvés avec d’autres résultats de travaux de recherches
précisément les travaux de Selles, (2012), qu’a étudié une plante de la famille des astéracees
du méme genre d’Anacyclus, il s’agit d’Anacyclus pyrethrum, le screening phytochimique
effectué sur cette derniere a révélé la présence des tanins, des alcaloides, des flavonoides et
des saponosides. Ces résultats semblent intéressants affirment la richesse des espéces de ce
genre en divers métabolites secondaires, et avoir une idée sur ses propriétés
pharmacologiques.

De méme, les résultats signalés par Aliboudhar et al. (2013) ont noté eux-mémes la

présence de nombreux métabolites secondaires dans la méme espéce Anacyclus clavatus.
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Ces tests phytochimiques dont la précision reste quand méme limités, ne nous
renseigne pas sur la structure d’une molécule bien déterminée. Néanmoins, ils permettent de

détecter la présence ou I’absence de telle ou telle famille chimique.

4.2.1Composition en minéraux de la poudre d’Anacyclus clavatus
Les résultats d’analyse de la composition minérale de la poudre d’Anacyclus clavatus

sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau V : Composition minérale de la poudre d’Anacyclus clavatus

Minéraux Mn Cr Ni Cd Cu Fe Pb Zn

Teneur 3541 _ 62 _ 1052 54065 64,9 507,85 15096,3 52208,0
(mg/Kg
MS)

Nous remarquons d’aprés ce tableau que, la poudre d’Anacyclus clavatus présente des
teneurs ¢levées en éléments essentiels pour 1’organisme tel que le sodium, le magnésium ainsi
elle est riche en oligo minéraux (Fer, Zinc et Cuivre).

De point de vue toxicité la plante en question ne contient pas des éléments toxiques

tels que le Cd et le Cr.

De ce fait, d’Anacyclus clavatus peut étre utilisée pour remeédier les carences en
minéraux surtout la population qui souffre notamment en Fer (anémie) et ce dans les pays
sous-développés.

Etant donné, que les feuilles sont comestibles, il serait utile de les utiliser en décoction
ou sous forme de sirops pour remédier contre les différentes maladies précitées et peuvent

servir aussi d’excipient en industrie pharmaceutique.

4.3 Extraction et dosage des polyphénols
4.3.1. Gamme d’étalonnage

Les taux de polyphénols totaux contenus dans nos extraits ont été calculés suivant une
courbe d’étalonnage linéaire (y = 0,0088x+ 0,012) établie grace a des concentrations précises
d’acide gallique comme standard, dans les mémes conditions que les deux échantillons.
L’absorbance correspondant a la mesure de la densité optique a été enregistrée a la longueur

d’onde de 760 nm. Les résultats obtenus sont mentionnés dans (I’annexe 4).
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La courbe d’étalonnage de I’acide gallique a été tracée en prenant la concentration

(mg/ml) en fonction de I’absorbance et le coefficient de corrélation R?=0,998.

4.3.2. Résultats de I’estimation de la teneur en polyphénols
Nous avons utilisé 1’équation de régression obtenue par la gamme d’étalonnage de
I’acide gallique (Y = 0,0088x+ 0,012) afin de retrouver le taux de polyphénols contenus dans
nos extraits et ce, en remplacant x par I’absorbance obtenus par chaque extrait.
Les résultats correspondent a la quantité de polyphénols contenus dans chaque extrait
obtenu (voir tableau V1).
Tableau VI : Résultat du dosage des polyphénols d’extraits des feuilles, tiges

d’Anacyclus clavatus.

Type de solvant Teneur en polyphénols (Unité a
préciser)
Extrait agqueux ' 63+ 0,097
Extrait éthanoique 186 £ 0,111

D’aprés les résultats de tableau (VI), nous remarquons que, la teneur élevée en
polyphénols est obtenue dans I’extrait éthanoique en comparaison avec I’extrait aqueux.

Cette différence dans les teneurs en Polyphénols peut s’expliquer par divers facteurs.
Selon JAKOPIC et al. (2009), ont déclaré que I’efficacité de 1’extraction de ces composés
dépend du type de solvant. Ces auteurs ont montré que les meilleurs taux en polyphénols ont
¢été obtenus en utilisant le méthanol, 1’éthanol et leurs mélanges appropriés avec I’eau.

D’autres études menées par Kherbache (2014), qu’a signalé les résultats d’extraction
des polyphénols a partir de la méme espéce comme suit : une meilleure teneur en polyphénols
a été observée dans I’extrait éthanoique de I’ordre de 131,30 + 6,88 (ug EAG/ mg) contre
celle évaluée dans I’extrait aqueux de 79,06+ 3,24 (ug EAG/ mg). Ces valeurs restent proches
a celles qu’on a trouvées.

Etant donné que, I’évaluation des polyphénols est basée sur une réaction d’oxydo-
réduction peut étre également considérée comme une méthode permettant d’évaluer I’activité
antioxydante (PRIOR et al., 2005). De ce fait, les extraits les plus riches en composés
phénoliques peuvent également étre considérés comme des agents antioxydants.
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4.4. Résultats des parametres physico-chimiques des matieres premiéres

Les résultats de quelques parametres physico-chimiques des parties aériennes de notre
plante sont résumés dans le tableau ci-dessous. Ils sont présentés sous forme de la moyenne
de trois essais.

Tableau VII: Résultats des paramétres physico-chimiques de la plante étudiée.

Parametres physico-chimiques Teneurs moyennes
pH & 20°C 5,89 £ 0,028

Humidité (%) 87,03+ 0,761

Taux de cendres (%) 14,22 + 0,02
Acidité (%) 44,70 +0,90

A partir du tableau ci-dessus, on constate que les feuilles et les tiges de la plante
Anacyclus clavatus sont trés riches en eau et présentent un pH plus au moins acide et aussi

elles renferment un taux important en cendres ce qui exprime sa richesse en matiére minérale.

4.5. Résultats de I’activité antimicrobienne

Les résultats de cette activité ont montré que 1’extrait aqueux de la plante étudiée n’a
aucun effet antimicrobien vis-a-vis les deux bactéries (Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus) et la levure Candida albicans.

En se basant sur d’autres études ultérieures, nous pouvons conclure que 1’activité
microbienne de cette plante n’est pas liée aux substances bioactives polyphénols. Cependant,

elle est liée principalement a ses huiles essentielles, ce qui est confirmé par Aliboudhar(2013).

4.6. Résultats de I’étude in vivo
4.6.1. Résultat du suivi de la consommation de I’extrait de la plante et ’eau

Les valeurs des volumes moyens des boissons (eau et ’extrait aqueux de la plante)
épuisées par les trois lots en fonction du temps sont représentées dans le tableau ci-dessous et
la figure 18.

ﬂ
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lots de rats (n=6)

Tableau VIII: valeurs des volumes moyens d’eau et d’extrait de la plante épuisés par les 3

Temps de Lot1l Lot3 Lot4
prélevement | (Volume (Volume (Volume
d’eau) d’extrait de | d’extrait de
(Jours)
la plante) la plante)
7 82,09+25,33 | 75,83+£17,65 | 61,66+14,13
15 94,16+£63,85 | 42,00£36,76 | 47,25+47,97
21 94,5+50,20 87,00+46,66 | 107,08+6,48
30 135,50486,95 | 162,5£102,53 | 159,67+97,08
€ 180 -
]
@ 160 -
S 140 -
7 120
[}
g = 100 - Hlot3
£ 80
S ~ 60 - Hlotl
g 40 Lot 4
20
0
7 15 21 30
Temps ( Jours)

Figure 18: Evaluation des volumes moyens d’eau et I’extrait de la

plante épuisés par les trois lots étudiés.

Nous remarquons d’apres la figure 18 que, les premiers temps les trois lots ont presque
les mémes taux de consommation de 1’extrait de la plante ou I’eau, par la suite la
consommation devient plus importante pour les deux lots 3 et 4. Ceci nous confirme que les

rats ont bien préféré la plante.
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4.6.2. Resultat du suivi de la consommation de I’aliment
La consommation de 1’aliment de bétail par les trois lots en fonction du temps est
illustrée dans la figure 19.

Tableau IX : Résultat de la consommation de I’aliment par les trois lots durant 1 mois

Temps (Jours) Lot 3 Lotl Lot 4
7 47,86+12,43 55,99+19,27 41,94+8,32
14 54,46+7,83 61,83+18,14 54,44+14,22
21 48,56+6,39 56,64+5,11 57,36+23,55
30 61,16+23,61 55,06+19,45 64,8 £22,72
M 70 A
S 60 -
£
& 50 -
()]
'g 40 - W lot3
(=]
5 30 - mlotl
£ W Lot 4
g 20 -
c
S 10 -
0
7 15 21 30
Temps (Jours)

Figure 18 : Evaluation de la consommation de 1’aliment par les trois lots de rats

Nous constatons d’apres cette figure que, la consommation de I’aliment de bétail par les
trois lots est presque similaire et ce durant toute la période d’étude. Les fluctuations observées
pourront étre expliquées par 1’effet physiologique des rats (peut étre le stress qu’est li¢ aux

conditions d’hygiéne et le milieu environnant).

E
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4.6.3. Résultat du suivi du poids corporel

Les valeurs moyennes de 1’évolution des poids des différents lots de rats étudiés sont
représentées dans le tableau X et la figure 20.

Tableau X: Variations des poids corporels moyens (g) des trois lots durant 1 mois

Lots 0 jour 7 jours 15jours | 21 jours | 30 jours
Lot1l 211,85 254,03 234,96 261,03 261,63
Lot3 192,28 225,21 202,12 134,6 231,64
Lot 4 204,57 233,66 221,05 243,33 263,24
300 -

B8 250 -
2
© 200 -
)
© 150 - H Lot 3
c
g 100 Hlotl
g Lot 4
w50 -
8
(] 0 - 7
a
0 7 15 21 30
temps (Jours)

Figure 20 : Evolution des poids corporels moyens (g) chez les rats durant un mois

d’expérimentation.

Nous pouvons déduire de cette figure que, les lots des rats traités par la plante (lots 3 et
4) présentent un poids moyens important en comparaison avec le lot témoin négatif (lot 1)
durant toute la période d’étude. Cette différence est expliquée par la dose administrée de la
plante qu’a un effet sur la prise du poids des rats. De méme, nous constatons que cette prise

de poids est presque identique avec un taux constant pour les deux lots traités par la plante.
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4.6.4. Résultat du suivi de la glycémie

Le suivi de la glycémie nous a donné les résultats représentés dans le tableau suivant:

Tableau N : Variation de la glycémie des lots des rats étudiés durant un mois .

Résultats et discussions

0 7 jours 15 jours 21 jours 30 jours Norme
médicale
LOT3 0,75+0,15 | 0,80+0.015 | 0,68+0.052 | 0,660.076 | 0,640+0.19
LOT1 0,73+0,29 | 0,770+0.10 | 0,81+0,002 | 0,68+0,18 | 0,55+0,14 | 0,75-1,10
LOT4 0,72+0.12 | 0,76x+0.052 | 0,62+0.65 | 0,57+£0.028 | 0,52+0.29
0,9
0,8
0,7
0,6
_ ™
<05 +—LOT3
0o
o4 —=-10T1
£
§0’3 LOT4
©0,2
0,1
0
T0 T1 T2 T3 T4

Figure 21 : Variation de la glycémie des lots de rats en fonction du temps.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons enregistré un effet hypoglycémiant pour la
plupart des lots des rats etudiés. Ainsi, cette diminution dans le taux de glycémie en
comparaison a la norme pourra étre expliquée par plusieurs facteurs :

-La plante a un effet hypoglycémiant qui sera intéressant pour les personnes
diabétiques mais a une certaine dose preécise ;

-L’anesthésie et le stresse ;
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-Quand le métabolisme lipidique est touché, cela engendrera des répercutions sur le

systeme endocrinien.

4.6.5 Le résultat du suivi de profil lipidique

4.6.5.1 Taux de triglycéride
On remarque une augmentation de la concentration en triglycérides des rats des lots 1
et 3 en comparaison a la concentration initiale avant I’administration de la plante.
Cependant, les rats du lot 1 (témoin négatif) présentent des concentrations plus faibles

que celles des rats des autres lots.

o e o 0
A N 00 W
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o
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- N w

o
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Figure 22 : Variation de Triglycérides des rats en fonction du temps.

TO=temps initiale ;
Tf : temps final.

4.6.5.2Taux du cholestérols et HdI
En ce qui concerne I’Hdl et les cholestérols les valeurs moyennes de ces marqueurs
lipidiques sont représentés sur les figures 23 et 24.
Ces figures montrent une diminution de ces marqueurs lipidiques et ceux pour les

trois lots étudiés lipidiques en comparaison aux valeurs initiales.
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Taux d'Hdl (g/L)
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a) Figure 23: Variation de I’ Hdl des rats en fonction du temps.
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b) Figure 24 : Variation de cholestérol des rats en fonction du temps.
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4.7 Résultats des coups histologiques

Les resultats des coupes histologiques sont présentés dans le tableau XII.

Tableau XI1: résultats des coupes histologiques des organes analysés

Organes Lot 1(Témoin | Lot 2 (Témoin Lot 3 (Inflammé et | Lot 4 (Traité avec
négatif) positif) traité) la plante)

Estomac

Foie

Intestin

Poumon

> Ces résultats réveélent ce qui se suit :

L’examen macroscopique nous a mis en évidence aucune Iésion macroscopiquement

significative.
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L’examen histopathologie montre que :
Lot 2

> Le foie

-Infiltration inflammatoire peri portale et intra parenchymateuse minime par des
lymphocytes, plasmocytes et polynucléaires neutrophiles.

-hyperplasie des cellules de kupper

» L’intestin

-Infiltration inflammatoire multifocale minime du chorion par des lymphocytes,
plasmocytes, histiocyte, polynucléaires neutrophiles et éosinophiles.

» Les pommons

Infiltration inflammatoire inter alvéolaire et péri bronchique multifocale modérée par
des lymphocytes, histiocytes et polynucléaires neutrophiles et congestion du capillaire inter
alvéolaire.

Lot 03
> Poumon

Infiltration inflammatoire inter alvéolaire diffuse marquée et péri bronchique multifocale
par des lymphocytes et histiocytes.

Lot 04
> Poumon

Infiltration inflammatoire inter alvéolaire diffuse marquée par des lymphocytes,
plasmocytes et histiocytes.

> Foie

Infiltration inflammatoire intra parenchymateuse avec des lymphocytes et des plasmocytes
avec hyperplasie des cellules de kuppfer.

Conclusion

Lot02

-Hépatite multifocale minime subaigué avec hyperplasie diffuse des cellules de kuppfer.
-Entérite multifocale minime subaigué.

-pneumonie broncho interstitielle multifocale modérée subaigué.




Chapitre VI Résultats et discussions

Lot 03
-Pneumonie broncho interstitielle diffuse marquée subaigtie.
Lot 04
-Pneumonie broncho interstitielle multifocale moderee subaigue.
-Hepatite multifocale minime subaiglie avec hyperplasie diffuse des cellules de kuppfer.

4.7.1 Interprétation des résultats des coupes histologiques

» L’estomac
- I’histologie de I’estomac de tous les lots étudiés ne témoigne aucune anomalie
> Intestins
Nous remarquons gue I’intestin du témoin positif présente une couleur plus dense au
niveau des glandes (villosités), cette couleur révele la présence des cellules inflammatoires
(plasmocytes, histiocytes, polynucléaires, neutrophiles et éosinophiles) suite a la réponse du
systéme immunitaire face a 1’agression de cet organe par un agent chimique (les substances
toxiques de I’eau poivrée) .
Précisément, I’histologie de D’intestin aprés traitement par la plante montre une
amélioration et un retour a I’état normal, la couleur s’éclaircie, on remarque aussi la
disparition quasi-totale des cellules inflammatoires.

» Poumons
L’histologie des poumons du témoin positif et du lot traité par la plante déclare une

inflammation au niveau de la paroi inter — alvéolaire qui s’est épaissie par la présence des
cellules inflammatoires. Cette inflammation est expliquée par I’effet d’inhalation des
composés aromatiques volatils de la plante ainsi que les conditions d’hygiéne au niveau des
cages.
> Foie

Nous observons au niveau de la coupe de I’histologie du foie du témoin positif et du lot
traité par la plante la présence de plusieurs cellules de kuppfer dans les cinosides plus que
d’habitude ainsi que la présence de multiple cellules inflammatoires ceci pourrait étre
expliqué par la dose administrée aux rats qui est trés élevée. En effet, cette dose a induit un
effet hépatotoxique qui est due a 1’absorption de la plante par le foie sans étre métabolisée
(effet doses/récepteurs).Ce dernier peut provoquer une insuffisance hépatique (cirrhose du

foie).
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Pour contrer les effets de cette dose testée, il est intéressent de réaliser d’autres études

ultérieures en optimisant la dose a effet thérapeutique.

4.8. Résultats de I’analyse sensorielle des sirops
> Legolt
Les résultats de I’analyse sensorielle des sirops €laborés de point de vue golt sont

mentionnés dans la figure ci-dessous :

B TRES BON m®mBON MOYEN B MAUVAIS

52%

F2 F3 Fa

Figure25 : Classement des formulations des sirops selon le godt

D’aprés la figure ci-dessus, nous constatons que la formulation F3 se distingue des
autres formulations par un godt tres bon (75% sirop de date , 25% 1’extrait de notre plante,1%
jus de citron naturel,1% zeste de citron ), (16%), tandis que la F1 est classée en second lieu
(36%), suivi par les formulations F2 et F4 respectivement (18%,10%), alors que la
formulation F5 occupe la derniére classe (8%).

> Lacouleur
Les résultats de I’analyse sensorielle concernant la couleur des sirops élaborés sont

mentionnés dans la figure ci-dessous :

B Trés agréable M Agréable Assez agéable M Mauvaise

69% 64%

42050% 52% 50%
%
24% o 26%
14% 6% ) % 229 16%
1 F2 F3 F4 F5

Classement des formulations de sirops selon la couleur.

F

Figure 26 :
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La couleur de la formulation F3 est bien apprécié par le panel de dégustateurs qui est
de couleur marron clair (42%). Les autres formulations ont été moins appréciées de point de

vue couleur.

» L’odeur
L’intensité d’odeur des cinq formulations dépend des composés aromatiques
constituants les matieres premiéres utilisées. Les résultats du test sensoriel concernant la

qualité de I’odeur sont mentionnés dans la figure 27.

B TRES BONNE mBONNE MOYENNE = MAUVAISE

56% P >8%

F1 F2 F3 F4 F5

Figure 27: Classement des formulations des sirops selon I’odeur

D’apres cette figure la formulation F3 a été appréciée par les dégustateurs, elle plus
agréable que les autres formulations.

Nous pouvons conclure de cette partie d’analyse que, la formulation F3 (sirop de
dattes (75%) +1’extrait aqueux de la plante + jus de citron naturel (1%) + zeste de citron
(1%)) est choisie comme étant la meilleure. Celle-ci est appréciée par les dégustateurs par
son tres bon goGt (golt peu sucré et acide), une apparence tres agréable et une trés bonne
odeur (odeur de citron).

4.9. Analyses portant sur la meilleure formulation
4.9.1Caractérisation physico-chimique
Les valeurs de la caractérisation physico-chimique de sirop de la meilleure formulation
sont portees dans le tableau XIII.
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Tableau XI11 : Résultats physico-chimiques du sirop de la meilleure formulation.

Parametres pH a 20°C Acidite titrable Degré Brix (%)
(% d’acide
citrique)
Valeurs 4,50 £0,014 10+ 0,35 20£0,70
moyennes

Il ressort de ce tableau que la formulation F3 est appréciée par son godt acide (pH=
4,50). Cette acidité est due a la présence du jus de citron comme agent de conservation quant
au sirop de datte a enrichi le sirop en sucre, la valeur de degré Brix est de 20%.

Il est & signaler que notre plante a un go(t amer non sucrée (Brix 0,2%).

Nous pouvons déduire que; la composition des matieres premieres influe significativement

sur la qualité finale de notre sirop.

4.10.Résultats de test de stabilité
Le test de stabilité a révélé que notre sirop est stable de point de vu physico-chimique

et microbiologique.

Figure 28 : sirop anti inflammatoire & base d 'Anacyclus clavatus .
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Conclusion

Le travail exposé dans ce méemoire vise a la valorisation d’une plante médicinale et
I’établissement d’une pharmacopée Algérienne renovée par une contribution a
I’étudeethnobotanique de cette plante dans la régionde Tizi Ouzou.

La plante choisie, Anacyclus clavatus, appartient a la famille des astéracées et fait
partie des plantes médicinales utilisées dans le traitement traditionnel des douleurs gastriques
dans la région de Tizi Ouzou. Toutefois, elle reste peu étudiée.

L’ensemble des travaux présentés dans ce mémoire s’articule autour de deux parties :

» La premiére, consacrée a réaliser une enquéte ethnobotanique qui nous a permis de
collecter un certains nombres d’informations sur la plantes, ses parties utilisées,mode
d’utilisation et maladie traitées.

» La deuxieme partie, constitue une contribution a une meilleure connaissance
phytochimique de I'espéce et porte sur I'étude de certaines de ses activités
biologiques a savoir I’activité antibactérienne et anti- inflammatoire.

Dans un premier temps, aprés identification et description botanique, I’étude expérimentale
commence par un criblage phytochimique de la plante et qui a permis de mettre en évidence
la richesse d’ Anacyclus clavatus en métabolites secondaires ainsi que sa richesse en
polyphénols, produits reconnus pour leurs activités biologiques remarquables. Pour cette
raison un sirop Bio anti-inflammatoire a base de 1’extrait de cette plante a été élaboré.
Par ailleurs, pour l’activité anti-inflammatoire de la plante, des études expérimentales
réalisées in vivo sur des rats Wistar ont confirmé la capacité de I'extrait de la plante a traiter
les douleurs gastriques .en revanche on a constaté que la dose administrée s’est avérée tres
élevee, ce qui a provoqueé I’inflammation du foie et des poumons.
Les présents résultats obtenus et exposés dans ce mémoire sont encourageants et montrent :
Quil pourrait y avoir d’autres plantes locales non exploitées. En effet
Iinvestigation de ces plantes pourrait révéler de nouveaux composés tres actifs.
Nous pouvons envisager pour la poursuite de ce travail, quelques perspectives :
- Poursuivre I’analyse de I'huile essentielle pour déterminer I’effet anti bactérien facilitant
ainsi la quantification et I’identification des composésminoritaires non encore identifiés.

- Elargir 1’étude aux autres parties de Ila plante (racines et fleurs).



Afin de contribuer a une meilleure connaissance du potentiel anti-inflammatoire de
I’extrait aqueux de la plante , des recherches complémentaires et plus approfondies sont plus
que nécessaires pour isoler, purifier et identifier les composés présents dans I'extrait et qui
sont susceptibles d’étre responsables de cette activité anti-inflammatoire.

On recommande d’administrer aux rats Iextrait de la plante & des différentes doses

croissante pour determiner la dose optimal thérapeutique et chercher la dose Iétal toxique.
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Annexe 1

Enquéte ethnobotanique sur la plante « Anacyclus Clavatus »

e Localité :

o Sexe: Femme [ ] Homme [ ]
e Age:

e Niveaux intellectuel :

e Utilisation de la plante :

Plante médicinale ] plante cosmétique ] plant toxique ]

Parties utilisés :

Feuille [ ] Tige [ Racine [ ]
Fleur [] Grain [_] Fruit []

o  Mode d’utilisation

Infusion ] macération ] décoction H:pre ]

Cataplasme ]
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e Administration :
Application locale [ ] Voieorale [ ] Bain [ ]
e Maladies traitée par la plante :

Contusion ] Carie dentaire ]

Blessure [ ] Douleurs rhumatismales [
[ ] Nervosité de la ménopause
Traitementdesongles [ Stomachique [

Hémorroides |:| Anxiété []
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Annexe 2

Préparation les milieux de cultures utilisées lors des tests microbiologiques
1. Milieu Muller-Hinton

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé
comme suit : Dissoudre 199 de la gélose Muller-Hinton dans 500ml d’eau distillée. Faire
bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a

121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

2. Gelose nutritive

Utilisée pour le repiquage des bactéries, pour cela dissoudre 4.69 de la gélose nutritive
dans 200ml d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis
auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et finalement couler le milieu en inclinant les tubes a

essais puis laisser refroidir.

3. Sabouraud
Dissoudre 32.5g dans 500ml d’eau distillée. . Faire bouillir avec agitation jusqu'a
dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et finalement couler le

milieu en inclinant les tubes a essais.

4..Eau physiologique
Dissoudre 4.5g de Na Cldans 500ml d’eau distillée. Bien agiter le mélange pendant 5

minutes jusqu’a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°.
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Annexe 3

Analyses sensorielles des sirops élabores

Gout

ités Tres bon bon moyen Mauvais
Formulatio

F1

F2

F3

F4

F5

Couleur

Qualités | Tres agréable Assez Mauvaise
Formulation agréable agréable

F1

F2

F3

F4

F5

ODEUR

Qualités Tres bonen bonne Moyenne Mauvaise
Formulation

F1

F2

F3

F4

F5
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Annexe 4

Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux
Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant I’acide gallique comme standard. Les
résultats de 1’absorbance a differentes concentrations sont mentionnés dans le tableau

suivant :

Tableau I : résultats de I’absorbance de I’acide gallique

Concentration 50 100 150 200
mg/ml
Absorbance 0.48 0.90 1.30 1.80

La figure ci-dessous représente la courbe étalon obtenu :

1,8 - y=0,008x+ 0,012

Absorbnce a765nm

0 50 100 150 200 250

concentration mg/ml

Figurel :courbe d’étalonnage de I’acide gallique



Résumé

Ce travail entre dans le cadre de la valorisation et caractérisationde la partie aérienne
d’Anacyclus clavatus, plante medicinale appartenant a la famille des astéracée utilisée dans la
médecine traditionnelle algérienne et conseillée pour le soulagement des maux gastrigues.

De ce fait, notre étude a porté sur la recherche de I’effet anti-inflammatoire de I’extrait
de la plantesur des rats Wistar chez quiona provoque préalablement une inflammation des
intestins .pour cette raison un sirop Bio a base de ’extrait de cette plante a été élaboré.

Un screening phytochimique aété réalisé, les résultats ont révélé la présence de
différents composés secondaires :flavonoides, alcaloides et tanins ...Les extraits organigues
ont été obtenus par macération en utilisant deux solvants: eau distillée et I’éthanol. La teneur
totale en composés phénolique a été déterminée, elle est de 63 et 186 mg EAC/g Ps dans les
extraits aqueux et éthanoique respectivement.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire chez les ratstraitésqui ont regu chaque jour
par gavage une dose de 10g/100 ml de I’extrait de plante,Les résultats obtenus de I'analyse
histologique montrent que la plante posséde un effet anti-inflammatoire. A cet effet aucune
lésion n’a été signalée au niveau des intestins apres traitement par la plante.

Cependant nous avons constaté que la dose administrée s’est avérée trés élevée, ce
qui a provoqué I'inflammation du foie et des poumons. En conclusion, il est démontré que
I’extrait de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus utilisé a des faibles doses sous forme
d’un sirop posséde des propriétés anti-inflammatoires bienfaisantes.

Mots clés :Anacyclus clavatus, activité anti-inflammatoire, composés secondaires, rats
Wistar,

Summary

This workis part of the valuationof the aerial part on Anacyclus clavatus, medecinal
plant belonging to the asteracyfamilyused in the algeriantraditionalmedecine and
recommanded for the relief of stomachailments.
Therefore, ourstudyfocused on research and anti-inflammatoryeffects of the extract of the
plant on Wistar rates that have been caused inflammation of the intestines. For thisreason, a
Bio syrup made fromthis plant wasdevelloped.

Aphytochimicalscreening wasrealized, the resultsrevealed the presence of
differentsecondary compounds : flavonoide, alcaloides and tanins. The

organicextractswereobtained by macerationusingtwosolvents : distilled water and ethanol.the



total content of one phenolic compound wasdetermined ,itis 63and 186mg EAC/g in the
aqueousextracts and respectivelly.

The study of the anti inflammatoryactivity in treated rats thatreceiveddaily by gavage
a dose 0f 10g/100ml of the plant extract ,the results of histologicalanalysis shows that the
plant has an anti-inflammatoryeffect. Tothisend, noinjurywasreported in the intestines
aftertreatement.

However, itwasfoundthat the administered dose proved to bevery high, causing
inflammation of the lung and time. In conclusion, itisshownthat the extract of the aerial part
usedatlow doses has beneficial anti- inflammatoryproperties.

Keywords: Anacyclus clavatus , anti-inflammatory, drug activity, active ingredients ,
syrup bio, Wistar rat.



