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Introduction

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales dans 1'objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé (Iserin, 2001). La médecine était basée sur I’analyse et 1’observation sans savoir a quoi
étaient dues leurs actions bénéfiques (Bruneton ,1993).

De nos jours, avec les progrés de la recherche scientifique, la science reconnait et
confirme différentes vertus des plantes et leurs constituants actifs (Anonyme 1). Elles ont un
domaine d’application trés varié et sont trés utilisées dans I’industrie pharmaceutique,
cosmétique, parfumerie, agroalimentaire (Segnou et al., 1992).

Les vertus thérapeutiques des plantes connaissent un regain d’intérét (Bourgaud et al.,
2001), grace a I’amélioration des techniques extractives et aux progrés des méthodes d’analyses
structurales pour la découverte de nouveaux principes actifs qui sont liés aux produits des
métabolites secondaires. On estime que deux tiers des médicaments actuels ont une origine
naturelle ou par modification d’un produit naturel qui sont largement utilisés en thérapie,
essentiellement les antioxydants qui défendent contre le stress oxydatif (Kar, 2007) ou autres
comme des agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques
(Newman et al., 2007).

En dehors des plantes cultivées, plusieurs plantes spontanées peu connues revétent une
grande importance culturelle et un fort potentiel économique pour 1’alimentation et les soins
(Dro et al., 2013). Beaucoup d’attention a été prétée aux extraits bruts des plantes -comme
source potentielle de molécules naturelles bioactives (Yakhlef et al., 2011).

L’usage de plantes médicinales est traditionnel depuis de milliers d'années surtout en
Afrique (Beggat, 2012). Dans certaines régions d’Algérie, en Kabylie notamment, la médecine
naturelle occupe toujours une place de choix dans le traitement de nombreuses pathologies,
parmi ces remédes naturels on cite Carthamus caeruleus L. Les extraits des rhizomes de cette
plante sont utilisés pour traiter les brulures grace a ces propriétés astringentes (Hamadi et al.,
2014). Les extraits de plantes médicinales contiennent une variété de composés phénoliques
auxquels sont attribuées diverses activités biologiques dont 1’activité antioxydante et
antimicrobienne (Ghazghazi et al., 2013).

La valorisation des plantes aromatiques et médicinales soit (huiles essentielles,
hydrolats ou encore extraits obtenus aux solvants) nécessite la mise en ceuvre des méthodes de
préparation et d’analyses modernes. De plus, avec la résistance accrue des microorganismes
aux antibiotiques, les constituants des produits issus de la biomasse apparaissent trés
intéressants. Elles contiennent une grande diversité de biomolécules tres intéressantes pour le
développement de médicaments contre divers cibles pathologiques (Oh et al., 2012).

Certaines d’entre elles ont fait 1’objet d’études phytochimiques et ont abouti a
I’identification de principes actifs (Moussaoui et al., 2010 ; Babaamer et al., 2012 ; Sekkoum
etal., 2014).

Dans un pays regorgeant d’une richesse trés importante en flore comme 1’Algérie, la
valorisation de la filiére des plantes médicinales est devenue indispensable (Newman et al,
2007). C’est dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel que s’inscrit notre
étude.




Introduction

L’objectif de ce travail est donc de faire une étude générale sur la Carthamus caeruleus L
avec une contribution a I’extraction de biomolécules actives de cette espece.

e La premiere partie bibliographique est consacrée a la présentation des plantes

médicinales en générales et leurs intéréts puis a la plante Carthamus caeruleus en

particulier.
e Ladeuxiéme partie consiste a la présentation des travaux réalisés sur cette plante.

Selon les résultats menés par différents chercheurs, les résultats ont montré que cette
espéce Carthamus caeruleus L posséde plusieurs activités biologiques. Nous avons réalisé
une étude pour aboutir a I’extraction de nouvelles biomolécules actives.
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Géncéralités sur les plantes médicinales
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1.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont celles qui renferment une ou plusieurs substances
secondaires physiologiquement actives et qui possédent des propriétés préventives. Donc la
valeur d'une plante médicinale dépend de sa richesse plus ou moins grande en un ou plusieurs
principes actifs (Debuigne, 1974), (Georges ,1961), (Boumediene, 2016).

Ces plantes médicinales sont toutes des plantes qui contiennent une ou plusieurs
substances secondaires pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des
précurseurs dans la synthése de drogues utiles (Sofowara, 1996), c'est-a-dire que ces plantes
sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines
ou animales (Moreau, 2003).

Il est peu fréquent que la plante soit utilisée entiére ; le plus souvent, il s'agit d'une ou
de plusieurs parties définies dans le glossaire des termes de pharmacognosie employés dans la
Pharmacopée qui peuvent avoir chacune des utilisations différentes » (Vercauteren,2011-2012).

1.2. La phytothérapie

Le terme de phytothérapie provient du grec phyton "plante” et therapeia "traitement".
Elle se définit donc comme l'utilisation des plantes pour soigner les maladies (Roger, 1990).

La phytothérapie, ¢’est I’emploi des plantes ou de médicaments a base de plantes pour
soigner naturellement les différents maux du corps humain (Bonneval, 2006). C’est-a-dire
soigner par des substances qui ont I’effet inverse a la pathologie dont souffre le patient (Groleau
et al., 2010).

La phytothérapie est passée d’une thérapie basée sur des connaissances empiriques a
une thérapie basée sur des données scientifiques vérifiées et contrélées par 1’étude botanique
de la plante et de ses principes actifs. En plus, on ne parle de phytothérapie que lorsqu’on utilise
la drogue végétale dans sa globalité ou sous des formes galéniques en excluant les principes
actifs issus de celles-ci (Gruffat, 2017).

Selon I'OMS, 80 % de la population mondiale se soigne avec les plantes médicinales.
(Adénot, 2014). L'efficacité de la phytothérapie est donc prouvée par son usage ancestral, ceci
sous plusieurs formes : (tisanes) ou préparations immédiatement dérivées (poudres, teintures,
extraits) (Chabrier, 2010).

1.3. Les différents types de la phytothérapie

Dans le domaine de soin par les plantes, il existe deux types majeurs ou certains
s’intéressent aux effets de la plante dans sa globalité, ils se basent sur l'utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriquement. D’autres se basent sur les connaissances
biochimiques et I’action des principes actifs des plantes (Rey-Debove, 2010).
La phytothérapie se subdivise en :

> Herboristerie
C’est la méthode la plus ancienne, elle consiste a utiliser la plante entiére ou une partie fraiche
ou seche. La préparation se repose sur des méthodes simples (décoction, macération) le plus
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souvent dans 1’eau. Ces préparations existantes aussi sous forme plus moderne (gélule, poudre)
(Strang, 2006).

» Aromathérapie
Utilisation médicinale des extraits aromatiques des plantes, ce terme provient du latin « aroma »
signifie odeur et du grec « thérapeia » signifie traitement. Il s’agit donc de soigner par les huiles
essentielles (Bonnafous et Catherine, 2013).

» Homeéopathie
Ce terme vient du grec « homoios » qui veut dire similaire et « Pathos » qui veut dire maladie,
donc se repose sur le principe de similitude. Traiter une personne seine a des symptomes
semblables a ceux d’une personne affectée (Anonyme, 2013).

» Phytothérapie pharmaceutique
Utilisation des produits d’origine végétale obtenue par extraction et qui sont dilués dans
différents solvants, ces extraits sont dosés puis transformés sous forme sirop, goutte, gélule
(Strang, 2006).

1.4. Avantages de la phytothérapie

= L'avantage essentiel de la phytothérapie est d'éviter les effets secondaires grace aux
faibles concentrations. Généralement, les plantes médicinales d'usage courant ne
provoquent que trés peu d’effets indésirables (cavalier, 2009).

= D’aprés ’O.M. S (2009), le traitement traditionnel « enléve le mal » de maniére
définitive alors que le traitement moderne « calme la maladie ».

= Les plantes médicinales sont facilement accessibles (Gayet, 2013). Constituent une
source de principes actifs qui sont exploités dans I’industrie pharmaceutique
(Wikiversité, 2016).

= Aujourd’hui les traitements a base de plantes reviennent au premier plan car I’efficacité
des médicaments telles que les antibiotiques décroissent (c’est-a-dire les bactéries et les
virus ont acquis une résistance vis-a-vis des médicaments) (Anonyme, 2001).

1.5. Inconvénients de la phytothérapie

=  Selon I’O.M. S, I’absence de contrdle de la qualité et du manque d’informations des
consommateurs ainsi que 1’utilisation erroné des préparations a base de plantes, des
effets secondaires peuvent étre signalé (Gahbiche, 2009).

= Certaines plantes contiennent des substances pouvant provoquer des réactions
allergiques ou méme étre a 1’origine d’intoxication (Christophe, 2014).

= Parfois certains produits dont la multiplicité des composants peuvent entrainer des effets
contradictoires (Gayet, 2013).
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1.6. Intérét de I"étude des plantes médicinales

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur I'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine
classique qu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments
sont souvent dépourvus (Iserin, 2001).

La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus
biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que I'essentiel des médicaments de synthese
sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés (Bruneton, 2009).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiére premiére pour la synthése des médicaments ou comme modéle pour les composés
pharmaceutiquement actifs (Decaux, 2002).

1.7. Notion de Totum

Le terme de "totum" désigne 1’ensemble des constituants de la plante supposés actifs,
agissant en synergie ou par complémentarité pour moduler, modérer ou renforcer I’activité de
la drogue (Sallé, 1991).

En effet ce n’est pas toujours le principe actif majoritaire qui est responsable de 1’effet
thérapeutique. C’est ’ensemble des principes actifs du végétal qui lui confere cette propriété.

1.8. Drogue végeétale

Dans une plante, la partie utilisée a des fins thérapeutiques est également appelée
drogue végétale. Ces drogues végétales sont essentiellement des plantes, parties de plantes ou
(algues, champignons, lichens) principalement entieres, fragmentées ou coupées (racines,
écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, graines...) (Vercauteren, 2011-2012).

La drogue est donc la partie de la plante la plus riche en principe actif ; elle est issue
de plantes fraiches ou desséchées et utilisée a des fins thérapeutiques (Héléne Lehmann, 2013).
Les monographies des pharmacopées précisent la nature de I'organe utilisé, généralement
désigné par le terme de "drogue”. De plus, les composés synthétisés peuvent varier en fonction
de l'organe, d'ou I'importance du choix de la drogue comme matiére premiére (Wichtl, 2003).

1.9. Principe actif

Les principes actifs sont des substances chimiques qui se trouvent dans la plante
médicinale agissant de facon isolée ou en association pour une action thérapeutique (Pelt,
1980). C’est-a-dire, c’est une molécule qui est contenu dans une drogue végétale ou une
préparation a base de drogue végétale présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif
pour I'Homme ou l'animal (Vercauteren, 2011-2012).

Une plante médicinale peut contenir des centaines, des milliers de principes actifs
différents. Cependant toutes les plantes ne contiennent pas le méme type de principe actif, et
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c'est la raison pour laquelle on ne produit pas le méme type d'extrait a partir de toutes les plantes
(Jorite, 2015).

Les principes actifs se classent en de nombreux groupes, dont trois grands groupes
chez les plantes :
-les polyphénols, tels que les flavonoides et les tanins ;
-les composés azotés : tels que les alcaloides ;
- les terpénes et stéroides : tels que les saponosides, les huiles essentielles (Laurant-Berthoud
et al., 2016).

1.10. Techniques d’extractions de drogues végétales
Le mode de préparation conditionne la composition et la teneur en principe actif. Il

existe trois étapes préalables avant I’extraction :
1) Le choix de la matiére premiere : plante fraiche, plante séche ou plante stabilisée.
2) Le traitement préalable de la drogue : concassée, broyée plus ou moins finement selon le
degré d’extraction recherché.
3) Le choix du solvant : I’eau, I’alcool, la glycérine, 1’acétone, le méthanol etc... (Anonyme
1,2)
L’extraction peut étre effectuée par :

» Infusion
L’infusion convient aux drogues fragiles (fleurs, feuilles et graines) et riches en huiles
essentielles, facile a extraire (Catier, 2007). Elle consiste a verser de 1’eau bouillante sur la
partie de la plante a utiliser en couvrant la préparation pour éviter la volatilisation des principes
actifs puis en laissant refroidir la préparation (Sebai, 2012).

» Décoction
C’est une technique réservée aux espéces ou aux parties de plantes plut6t coriaces (les rameaux,
les racines et I’écorce). Consiste a faire bouillir dans 1’eau la partie de la plante a utiliser soit
séchée ou fraiche pendant quelques minutes (Mességue, 1975).

» Macération
Cette technique est réservée aux substances actives de la plante qui peuvent étre altérés par la
chaleur, ou nécessitent un temps trés long pour se dissoudre car ce sont des substances solubles
a froid (Houdret, 2004). Elle consiste a laisser la partie de la plante a utiliser dans un solvant
(I’eau, alcool ou huile) pour une durée assez longue (quelques heures a quelques jours)
(Morigane, 2017).

1.11. Les différentes formes galéniques

La galénique est I’art de la formulation des médicaments. Cette science doit son nom
a Galien, médecin grecque de I’antiquité (129-201), qui a formalisé la préparation des drogues
et qui est de nos jours considéré comme le pere fondateur de la pharmacie.
Une forme galénique c’est a la fois un systéme de présentation et de conservation du
médicament et un systeme de mise a disposition de la substance active a 1’organisme du patient
(Anonyme 3), comme elle est indiquée dans le tableau suivant :
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Tableau 01 : Différentes formes galéniques.

- Extraits secs
La forme solide La poudre -Gélules
-Comprimes

- pommade
La forme semi-solide - creme

- Tisanes

- Sirops

La forme liquide - Hydrolats

- Teinture mere

- Huile essentielle

Le meilleur choix de la forme galénique de drogues végétales se fait en fonction de sa

composition chimique et de la spécificité des différentes formes galéniques, on utilisera une
technique bien déterminée afin de rendre biodisponible les molécules actives (Morel, 2008).
Donc on choisit selon la nature des composes :

Principes actifs aromatiques volatiles : Huile essentielle ou Hydrolat.

Mucilages : ils sont révélés par les tisanes aprés macération a froid.

Tanins : ils sont dissouts dans 1’eau et 1’alcool (extrait hydroalcoolique comme les TM),
plus particulierement retrouvés dans la phase aqueuse en ce qui concerne les tanins
galliques.

Polyphénols : ils ont une trés bonne disponibilité dans les tisanes.
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2.1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités dans les plantes (Lutge et al., 2002). Ces métabolites exercent
un role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. IS assurent des fonctions
clés dans la résistance aux agents biotiques (phytopathogénes, herbivores) et abiotiques (UV,
température).

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci,
les composés phénoliques, les terpenes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une trés
large gamme d'activités en biologie humaine (Abdarezak et Joel, 2007).

2.2. Composés phénoliques

Classiquement consideres comme des métabolites secondaires et sont aussi des
molécules organiques hydrosolubles, les composés phénoliques sont présents chez tous les
vegétaux superieurs. lls correspondent a une treés large gamme de structures chimiques et sont
caractérises par une répartition qualitative et quantitative trés inégale selon les espéces
considérées mais aussi les organes, les tissus et les stades physiologiques (Macheix, 1996). Plus
de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, et parmi elles plus de 4000
flavonoides ont été identifiés (Harborne et al., 2000).

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence d’au
moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi
que des groupes fonctionnels (Ester, Méthyle ester, Glycoside...) (Cheynier, 2005). Ce groupe
de polyphénol est tres diversifié et contient plusieurs sous-groupes, c’est-a-dire qu’il existe
plusieurs classes de polyphénols, principalement : les acides phénoliques simples, les
coumarines, les tanins, les quinones, les flavonoides, et les lignanes (Djeridane et al., 2006).
Ces polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques : celle du shikimate, et celle
issue de 1’acétate (Bruneton, 2009).

La prévention des maladies par les polyphénols est principalement due a leurs propriétés
antioxydantes (Fresco et al., 2010).11 a été confirmé expérimentalement que les polyphénols
non seulement préviennent diverses maladies mais ont également un impact sur la propagation
de la maladie (Gonzéalez-Vallinas et al., 2013).Par exemple, ils sont capables de piéger des
especes radicalaires et interagissent avec des cibles protéiques (enzymes, signalisation
intracellulaire, récepteurs nucléaires...),ce qui leur assure des effets anti-athérogéniques, anti-
inflammatoires, antithrombotiques, anticancérigénes (Wu et al., 2016).

2.3. Classification des polyphénols
-Acides phénoliques

Un acide phénolique ou acide-phénol est un composé organique qui possede au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, ils sont rares dans la nature (Bruneton,
2009).

Les acides phénoliques sont des composés polyphénoliques non flavonoides qui
peuvent étre divisés en deux types (Chandrasekara et al., 2010), les dérivés d'acide benzoique
par hydroxylation de 1’acide benzoique, ces hydroxyles phénoliques OH peuvent ensuite étre
méthylés (exemple : acide gallique, acide salicylique, acide vanillique...) et les dérivés d'acide
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cinnamique qui appartiennent a la famille des phénylpropanoides (exemple: acide caféique,
acide chlorogénique, acide férulique...)qui sont basés sur les squelettes C6— C1 et C6 — C3
(Parmentier et al., 2017). Les différents acides phénoliques sont indiqués dans le (tableau 2, 3).

Tableau 02 : Exemples de quelques acides phénols de la série benzoique (Bruneton, 2009).

Squelette (Formule) Composé R1 R2 R3 R4
R2 1 Acide vanillique H OCH3 OH H
O Acide gallique H OH OH OH
R3 Acide syringique H OCH3 OH OCH3
OH Acide salicylique OH H H H
R4

Tableau 03 : Exemples de quelques acides phénols de la série cinnamique (Bruneton, 2009).

Squelette (Formule) Composeé R1 R2 R3
Acide caféique OH OH H
OH Acide férulique  OCH3 OH H
R ™
0 |
Acide para- H OH H
coumarique
RE
R Acide OCH3 OH OCH3
3 sinapique

2.4. Biosynthese des polyphénols
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

> La voie de I’acide shikimique :
Dégradation des hydrates de carbones par la voie des pentoses phosphate et la glycolyse formant
I’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate, qui sont a 1’origine des composés
phenoliques C6-C1. Ces composeés formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est
la molécule de base de tous les flavonoides et tannins condensés (Haslam, 1994).

Y,
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En effet les deux acides amineés (tyrosine et phénylalanine) dérivent de cette voie métabolique
sont des intermédiaires métaboliques entre 1’acide shikimique et 1’acide cinnamique (Dewick,
1995).

» La voie de ’acide malonique :
La glycolyse et la B oxydation forment I’acétyl CoA donnant le malonate. Puis la cyclisation
des chaines polycétoniques, obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait
par carboxylation de I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA

carboxylase (Richter ,1993) (Figure 1).

Lipides

GLUCIDES

/\ Acides gras

C Voie des Pentoses P C Glycolyse ) 1
l l {  B-oxydation )

17 Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate 1
ACIDE . sge _t stvl C
GALLIQUE Acide shikimique T.ccr}l CoA
NH; — — NH
/ \ : Malonyl CoA
Tyrosine Phénylalanine
3 Malonyl CoA

TANINS

HYDROLYSABLES NHJR //4 NH,
yclisation

Acide cinnamique

\l Polyethylcetone

CHALCONES

FLAVONOIDES

ANTHOCYANES

1

TANINS CONDENSES

Figure 01 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols (Richter, 1993).
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2.5. Intéréts thérapeutiques des polyphéenols

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants trés
puissants (Pietta, 2002). En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d’activer les
autres antioxydants présents dans le corps (Frei et Higdon, 2003). Ce principe a été utilisé dans
la fabrication de plusieurs médicaments (Oszmianski et al., 2007).

Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules trés importantes en phytothérapie qui proviennent
du métabolisme végetal. Ils sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phenoliques et on les retrouve dans différentes parties de la plante au niveau des fruits, fleurs,
feuilles, tiges, bois et des racines. Ce sont des pigments qui sont responsables de la coloration
des fruits et des fleurs. Ils ont une structure en commun du diphénylpropane C6-C3-C6 (Ramla,
2017).

Les flavonoides ont un squelette de base C6-C3-C6 formé par deux cycles en C6 (A et
B) reliés entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C), c’est-a-
dire que cette chaine en c3 peut se lier en formant un cycle oxygéné. lls sont dérivés du 1,3-
diphénlpropane et ils proviennent bio génétiquement de la voie de I'acide shikimique et de celle
des polyacétates (Williams, 2006) ( Figure 2).

Selon les détails structuraux ou bien le degré d’oxydation ces flavonoides se répartissent
en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavanols, les
flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavones, les chalcones, les aurones et
les anthocyanes. Ces composés on les trouve généralement sous forme libre dite aglycone ou
sous forme d’hétérosides, c'est a-dire liée a des oses et autres substances (Parmentier et al.,
2016).

IIs sont employés pour traiter plusieurs problémes notamment 1’insuffisance veineuse :
jambes lourdes, varices, des probléemes liés a la crise hémorroidaire, des problemes liés a la
fragilité capillaire au niveau de la peau, troubles d'origine vasculaire en ophtalmologie comme
la baisse d'acuité visuelle et les troubles du champ visuel. lls ont aussi des propriétés
antioxydantes par exemple (ils sont de trés bons piégeurs de radicaux libres), anti-
inflammatoires et anti-allergiques (Chevallier, 2017).

5 4
Figure 02 : Structure de base des flavonoides (El Gharras, 2009).
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2.6. Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides possédent un squelette de base a 15 atomes de carbone. Ce dernier
est constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3, on parle alors de
chalcones.

Malgré la variabilité structurale des flavonoides, ces molécules dérivent toutes de la
méme voie de biosynthése c’est-a-dire les flavonoides ont une origine biosynthétique
commune. La voie shikimique grace a la phénylalanine ammonialyase (Vogt, 2009), et la voie
acetate grace a la chalcone synthase (Dixon et al.,1999).

La PAL permet la synthése d’acide p-coumarique et d’acide cinnamique. Puis la
condensation de trois unités de malonyl-CoA avec 1’acide para-coumarique. En suite Ces
condensations sont catalysées par la chalcone synthase (CHS) et formation d’une chalcone qui
donne une flavanone (la naringénine) par la présence d’une chalcone isomérase (CHI).

La naringénine est au centre de la synthése de différentes classes de flavonoides par
action enzymatique : la flavone-synthétases (FSI) introduit une double liaison en 2,3 pour
donner une flavone. Aprées la flavanone-3-hydroxylase (FHT) catalyse 1’hydroxylation en
position 3 d’une flavanone pour donner un dihydroflavonol qui est transformé en flavanols par
la flavanol-synthase (FLS).

A la fin ces molécules peuvent subir deux types de substitutions : les O-substitution
et les C-substitutions qui sont soit de nature hydroxylique, méthoxylique ou osidique. (Figure3).
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l Hydrates de carbone

'

Phénylalanine ——— 4-Coumaroyl-CoA AcétylCoA

~— MalonylCoA J
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OH
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O
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Dihydroflavonol )
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Figure 03 : Voie de biosynthese des flavonoides (Gerhard, 1993).
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2.7. Intérét biologique des flavonoides

Les flavonoides présentent de nombreuses activités : antioxydantes, anti-inflammatoires,
inhibitrices d’enzymes, et prévention des maladies cardiovasculaires. Certains ont des activités
hépato protectrices, diurétiques, antibactériennes, chimoprotectrices, antidiabétiques et
antiallergiques (Sharma et al., 2008).

Plusieurs études ont montré qu’un régime alimentaire riche en flavonoides peut avoir
des effets bénéfiques sur la santé. Grace a leur capacité a inhiber I'oxydation des LDL, les
flavonoides ont démontré des effets cardioprotecteurs importants (Hooper et al., 2008).

C’est pourquoi les propriétés antioxydantes des flavonoides sont trés souvent exprimées
en termes de potentiel antiradicalaire. De nombreuses études ont montré que [’activité
antioxydante des flavonoides est essentiellement liée a leur capacité a piéger les especes
réactives de 1’oxygeéne comme les radicaux superoxyde, hydroxyle, peroxyde, et alcoxyde
(Nagai et al., 2005).

2.8. Activités biologiques des flavonoides
La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir antioxydant

et chélateur.

» Activité antioxydante des flavonoides
Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du stress
oxydant (Wang et al., 2010), par capture directe des radicaux, par chélation des métaux de
transition comme le fer et par inhibition de I’activité de certaines enzymes responsables de la
production des espéces réactives de 1’oxygene (ERO) (Soo Cheonet et al., 2013).
Les propriétés antioxydantes des flavonoides sont tres souvent exprimées en termes de potentiel
antiradicalaire (Rajendran et al., 2004).

> Activités antitumorale, anti athérosclérose
Piégeage direct des radicaux libres, inhibition des enzymes génératrices de radicaux libres
(xanthine oxydase, acide nitrique synthase), (Nijveldt et al., 2001).

» Activité antimicrobienne
Des études ont démontré que les 5-hydroxyflavanones et les 5 hydroxy-isoflavones avec un,
deux ou trois groupements hydroxyles en position 7, 2’et 4’ inhiberaient la croissance de
Streptococcus (Chen et al., 2012). Aussi le cycle B des flavonoides jouerait un réle important
dans I’intercalation avec les acides nucléiques inhibant I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Wu
etal., 2013).

» Activité anti-inflammatoire
De nombreux travaux ont indiqué que les flavonoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire
(Soro et al., 2015). La quercétine a un effet anti-inflammatoire en inhibant quelques enzymes
de synthese tel que la cyclooxygénase (Gonzalez et al., 2007).

» Activité anti-ulcere
La quercétine et la naringénine ont montré réle important dans la réduction de 1’ulcére et la
protection des cellules gastriques, dans des expériences réalisées sur des rats (Di Carlo et al.,
1999).
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» Activité antitumorale
Les iso flavonoides peuvent prévenir les cancers hormonaux dépendants en agissant sur les
récepteurs ER (Boersma et al., 2001).

2.9. Anthocyanes

Les anthocyanes (anthocyanidines lorsque sous forme glycosylée) ont un squelette de
base en C6C3C6 comme les flavonoides (sont des flavonoides sensu lato donc absence d’une
fonction cétone dans le cycle C), formé de deux cycles A et B, et d’un hétérocycle (cycle C)
qui est chargé positivement (Anderson et al., 2006). La cyanidine, la delphinidine et la
pélargonidine sont les anthocyanidines les plus répandues ¢’est-a-dire sont les trois anthocyanes
principaux (Tsao et al., 2009). (Figure 4).

Les anthocyanes qui sont des hétérosides oxygénés c’est-a-dire qu’lls forment des
conjugués avec des sucres et des acides organiques ce qui entraine la formation de molécules
d’anthocyanes (Delrio et al., 2013).

Cyanidine -R =OH, R =H

oH Malvidine -R =R =OCH,
Pélargonidine -R =R =H
Péonidine -R =OCH,, R =H
Pétunidine -R =OCH,, R =OH

OH 4
e Re Delphinidine -R =R =OH
B
= OH

OH

Figure 04 : Structure des principaux anthocyanes (Heller et Forkmann, 1993).

2.10. Tanins

Les tanins sont des substances d’origine organique que 1’on trouve dans tous les
végétaux et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuille, etc.) (kansole, 2009). Ils sont des
macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes principaux : Les tannins
hydrolysables et les tannins condensés.

Les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux
attaques fongiques et bactériennes c’est-a-dire ils 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
(Dangles et al., 1992).

» Tannins hydrolysables
Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques & un carbohydrate, géneralement le
glucose. On parle donc de gallo tannins. Et les unités d’acide gallique voisines s’accouplent
formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins c’est-a-dire sont des
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esters d’acide gallique qui se lient aux molécules de glucose. (Sarni Manchado et Cheynier,
2006).
» Tannins condensés

Pro anthocyanidines : ce sont des composés phénoliques hétérogénes. Ils se trouvent
sous forme d’oligoméres ou polymeéres de flavanes, flavan-3-ols, 5 desoxy-3-flavonols et
flavan-3,4-diols. Ces composes sont formés donc par condensation des molécules de
flavonoides entre elles. En effet, les tannins condensés ont tous comme précurseurs des
flavonoides (C6- C3-C6).
Comme les autres types de polyphénols, les tannins sont aussi répandus pour leurs nombreuses
activités thérapeutiques notamment ; anti-infectieuses (Leitao et al., 2005), cardiovasculaires,
anticancéreuses (Gosse et al., 2005) et antioxydante. Les plantes riches en tanins sont utilisées
aussi pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brilure. Certains tanins auraient
des propriétés antioxydants (kansole, 2009).

2.11. Stilbénes

Les stilbénes ont une structure en C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques sont reliés par
deux carbones, eux-mémes unis par une double liaison. Ils peuvent étre libres ou hétérosidiques,
parfois polymériques (Bruneton, 2008). Le plus connu d’entre eux est le resvératrol, qui a été
largement étudié pour ses propriétés anticancéreuses lors de 1’étude des activités biologiques
de plantes médicinales (Kundu, 2008). Le resvératrol a montré des propriétés anti-
inflammatoires in vivo et in vitro (Renaud, 2011). (Tableau 4).

Tableau 04 : Structure des stilbénes (Parage, 2013).
Squelette carboné Nom R3 R4 R5 R’3 R4 R’5

Pinosylvine H H H OH H OH

R'3

Piceatannol OH H OH OH OH H

Trans- OH H OH H OH H
resvératrol

2.12. Alcaloides

Les alcaloides regroupent de trées nombreuses substances naturelles contenant un ou
plusieurs atomes d’azote dans un état d’oxydation négatif. Sont des molécules organiques
hétérocycles azotées basiques, d’origine naturelle, pouvant avoir une forte activité
pharmacologique (Morel, 2008). Ces alcaloides possédant des effets thérapeutiques notamment
(action au niveau du systeme nerveux central, anticancéreux et hypertenseurs) (Bruneton,2009).
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2.13. Terpénoides

Ce sont des hydrocarbures synthétisés par le métabolisme végétal a partir d’une
molécule a cinq atomes de carbone, I’isopréne CsHg (Paduch et al., 2007). Sont présents
principalement dans les huiles essentielles des plantes aromatiques. Ces terpénoides possedant
des propriétés anti-inflammatoires, antitumoraux, antifongiques et antimicrobiennes
(Zarybnicky et al.,2018).

2.14. Stéroides

Ce sont des composés naturels ou synthétiques formés par accolement de quatre cycles
notés A, B, C, D. Trés souvent, les stéroides comportent deux substituants méthyle en position
B, I’'un a la jonction des cycles A et B (C 19), I’autre a la jonction des cycles C et D (C 18). Les
stéroides possédant des propriétés thérapeutiques telles que: anti-inflammatoire et
anticancéreuse. La testostérone augmente la synthése des protéines dans les cellules (Hoffmar,
2007).

2.15. Saponosides

Ce sont des hétérosides fréquents chez les végétaux, constitués d’un aglycone
(sapogeénine stéroidienne ou triterpénique), lié a une partie osidique, avec une grande diversité
structurale. Ils sont caractérisés par leurs propriétés tension-actives, ¢’est pour cette propriété
certaines plantes utilisées comme détergents (Lorent et al., 2014).
Les saponosides ont de nombreuses propriétés pharmacologiques telles que
antiinflammatoires, cytotoxiques et anti-ccdémateuse (Bruneton, 2009).

2.16. Huiles essentielles

Le terme « huile » veut dire visqueuse et hydrophobe de ces substances, le terme
« essentielle » veut dire la caractéristique principale de la plante (Bernard et al., 1899). Les HE
sont des substances d’origine végétale de composition complexe caractérisés par sa volatilité,
huileuse et odorante, présentes dans les fleurs, les feuilles, les racines et les graines (Bilal,
2016).

Ces huiles essentielles représentent une alternative « verte » dans les domaines
nutritionnel, pharmaceutique et agricole en raison des propriétés antimicrobiennes, antivirales,
nématicides, antifongiques, insecticides et antioxydantes (Masoo et al., 2007). Sont extraites
par distillation (a I’eau, a vapeur et a séche) comptent parmi les plus importants principes actifs
des plantes.

Les huiles essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composés
oxygénés, parfois d'origine terpénoide et possédant un noyau aromatique.

Les HE sont classées usuellement selon la nature chimique des principes actifs majeurs,
plus rarement sur le mode d’extraction, ou les effets biologiques. On retient huit classes
principales (les carbures sesquiterpéniques et terpéniques, les alcools, les esters et alcools, les
aldéhydes, les cétones, les phénols, les éthers et les peroxydes).

Leur usage doit étre contr6lé car, comme pour tout produit ayant un effet sur le
métabolisme, un mauvais dosage ou une mauvaise utilisation peuvent avoir des conséquences
néfastes (Bakkali, 2008).
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Nous avons réalisé une synthese a partir de plusieurs études menées par de nombreux
chercheures dans le but de la reconnaissance des différentes propriétés biologiques importantes
de nombreux métabolites secondaires (Tableau 05).

Tableau 05 : Tableau récapitulatif

Substances

Intéréts

Références

Tanins

Activité antioxydante.

Régénération des cellules,
cicatrisation.

Michellin (2009)
Iserin et al. (2001)

Saponosides

Activité antivirale,
antifongique,
antibactérienne.

Elisabeth et al. (2000)

Activité antimicrobienne.

Hopkins (2003)
Alcaloides ; :
Antlspasm9d|que, Verbois (2015)
Analgésique.
Ant|-|nfl.ar?1mat0|re, Quezel et al., (1962)
Flavonoides Antivirale. _
Antibactérienne Wiehtl, (2009)
Antibactérienne, Wang et al., (2016)
Quinones antifongique.
Antitumorale. Zhang et al., (2012)
Anthocyanes Antifongique Czarny et al., (2014)

Acides phénoliques

Anti-inflammatoire,
Antiseptique, Analgésique.

Verbois, (2015)

Huiles essentielles

Activité antioxydante

Activité antiseptique,
cicatrisante.

Tomaino. A et al., (2005)
Ziarati, (2012)

2.17. Autres substances (Métabolites primaires)

% Amidon ; ¢’est un polyholoside homogeéne non réducteur. C’est la substance de réserve
glucidique des végétaux, constitue de deux composés : Amylose (hydrosoluble) et
Amylopectine (Insoluble).
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% Mucilage : sont des molécules hétérogénes a base de polysaccharides. En contact avec
I’eau ces substances deviennent visqueuses (Sarl suisse, 2017)

Ces composés sont des molécules dont la contribution au fonctionnement cellulaire ou au
développement des plantes est insignifiante (Gravot, 2009). IIs n’exercent pas de fonction
directe au niveau des activités fondamentales de la plante Ce (Guinard,1996) sont des
substances biosynthétisés a partir de métabolites primaires et jouent un réle majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de lI'organisme
dans son écosysteme. Ils présentent une énorme valeur économique (en particulier pour
I'industrie pharmaceutique et la cosmétique). (Peeking et al.,1987)

2.18. Activités biologiques
2.18.1. Activité antioxydante

% Radicaux libres

Les radicaux libres sont des composés chimiquement instables, qui portent sur leurs couches
électroniques périphériques un ou plusieurs électrons non appariés. Cela entraine une trés haute
réactivité chimique avec les éléments voisins (Anonyme 1,2), afin d’obtenir un état plus stable.
Cela va entrainer une réaction en chaine qui va produire de nouveaux radicaux libres car la
molécule agressée par le radical libre devient a son tour radicalaire (H2.02*, O2*, OH*).
Ces radicaux libres sont indispensables aux mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour
I’organisme a dose raisonnable (Ghalem, 2014). Agissent comme mediateur tissulaire,
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a
la défense immunitaire contre les agents pathogénes, au cycle cellulaire, a la régulation des
genes (Anonyme 5). Par contre la production en exces de ces radicaux engendre des effets
néfastes tels que : I’oxydation des lipides, dénaturation des protéines, causer des altérations au
niveau de I’ADN, augmentant la possibilité de mutation (Goudable et Favier, 1997).

% Stress oxydant

Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production des especes
radicalaires (ERO) et les capacités de défense antioxydante de I’organisme (Anonyme 18).
C’est-a-dire il y’a un déséquilibre dans la balance antioxydants /les pro-oxydants (Okuno et al.,
2018).

Celui-ci peut favoriser la survenue de pathologies (cancers, maladies cardiovasculaires,
maladies dégénératives), ainsi qu’un vieillissement prématuré (Anonyme 19). Une des
principales fonctions déclenchées par le stress oxydatif est la mort cellulaire.

s Les antioxydants

Un antioxydant c’est une molécule a faible concentration par rapport au substrat oxydant a role
d’empécher I’oxydation de ce substrat. Il peut agir soit : en supprimant les ERO, en empéchant
leur formation ou en réparant les dommages causés par ceci (Benbrook, 2005). Il doit étre
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efficace en milieu aqueux et en milieu membranaire ainsi que capable de pieger directement et
specifiquement les ROS (Martin et al., 2015).

% Sources d’antioxydants

1- Systeme enzymatique (synthétisé dans I’organisme)
Il est appelé défense primaire et implique généralement des enzymes comme le peroxyde
dismutase (SOD) dont le r6le de catalyser la dismutation des ions superoxydes en peroxyde
d’hydrogéne et en oxygéne moléculaire, la catalase dont le role de transformer le peroxyde
d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire, glutathion peroxydase (GPx) dont le role de
détoxifier le peroxyde d’hydrogene (Masella et al., 2005).

Il existe aussi d’autres molécules endogénes non enzymatiques (nombreux thiols dont le
majoritaire est le glutathion) capables de participer a 1’activité enzymatique en détoxifiant le
peroxyde d’hydrogeéne et d’autres hydroperoxydes (Pisoschi et Pop, 2015).

2- Systeme non enzymatique (apport exogene)
Ce systeme est appelé défense secondaire fait intervenir de nombreuses molécules notamment :
les polyphénols en particulier les flavonoides dont le réle principal le piégeage des ROS
directement issues de I’oxygene et un rble clé dans la prévention et la réduction du stress
oxydatif (Nibir et al., 2017), les caroténoides (Car) possédant une longue chaine qui leur permet
de réagir avec les radicaux (ROO*, Oz *, R*), aussi permettent de neutraliser 1’oxygéne
singulier (Kryscio et al., 2017). Ces molécules sont apportées par 1’alimentation de nature
vegétale (Koechlin, 2006).

Il existe aussi d’autres molécules : tocophérol (vitamine E), B-caroténe (provitamine A),
I’acide ascorbique (vitamine ¢) qui possédent une capacité de piégeage des radicaux libres tels
que (OH¥*) et (O2*). (Popovici et al., 2009).

2.18.2. L’évaluation de P’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de la capacité antioxydante : le
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity),
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) or ABTS (2,2-azinobis 3-
ethylbenzothyazoline 6-sulphonate), DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) ...etc.
(Georgieva et al., 2010).

v' Méthode de DPPH
Le composé chimique DPPH fit I'un des premiers radicaux libres utilisés pour ¢étudier la
relation structure-activité antioxydante des composes phénoliques (Popovici et al., 2009).

% Principe :

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrométrie
UV- Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance provoquée par les antioxydants. En
présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH passe d’une coloration violette a une
coloration jaune (Prior et al., 2005). La figure ci-dessous montre le mécanisme de réduction par
DPPH. (Figure 5).
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Figure 05 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Congo ,2012)
Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par les différents extraits est calculer comme
ceci: 1% = (A blanc — A échantillon)/ A bianc” 100

A blanc : I’absorbance du contrdle réactif (ne contient pas 1’extrait)

A échantillon : 1’absorbance de ’extrait avec un réactif

v Test de la réduction du fer (FRAP)

Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d’une molécule a réduire un
oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier 1’activité antioxydante de
nos extraits testés. La capacité réductrice d'un composé peut servir d’indicateur de son potentiel
antioxydant.

% Principe :

Le test de FRAP est un essai simple, rapide et reproductible. La présence des réducteurs
dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+ complexe ferricyanide a la forme
ferreux Fe2+. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure de potassium vers la couleur
bleue verte dont I’intensité est en fonction du pouvoir réducteur (Moreira et al., 2008).
Cette figure montre le mécanisme de réduction par FRAP. (Figure 6).
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Figure 06 : La réaction de test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Prior et al.,2005)
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v Test de blanchissement du B-caroténe
Le test de blanchiment du -caroténe permet d’évaluer I’activité antioxydante des extraits de
plantes, qui consiste a suivre la cinétique de décoloration du f-caroténe par les produits
d’oxydation de I’acide linoléique en présence d’un antioxydant (Tepe et al., 2006).

% Principe
La capacité antioxydante de nos extraits par exemple 1’extrait de Carthamus caeruleus est
déterminée en mesurant l'inhibition de nos échantillons et des hydroperoxydes conjugués de
diene résultant de lI'oxydation d'acide linoléique et responsables de la dégradation oxydative du
B-caroténe (décoloration) (Sarikurkcu et al., 2010).
L’activité antioxydante relative (AAR %) est calculée selon la formule :

AAR %= (Abs test / Abs contréle) x 100

AAR % : Pourcentage de ’activité antioxydante relative.
Abs Contréle : Absorbance du contrdle positif (BHT).
Abs test : Absorbance de l'extrait.

2.18.3. Activité antibactérienne
% Infections bactériennes
Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration d’une
bactérie pathogéne dans un organisme. Elle peut étre :
= Locale, lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré
= Générale, lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son entrée
(peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions, il pénetre dans le sang et se dissémine
par celui-ci dans tout I’organisme ;
» Focale : ¢’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont apportes
par la circulation sanguine (Marc et al., 2004).

RS

» Traitement des infections par des substances naturelles d’origine végétale
Beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur richesse en
antioxydants naturels a savoir les polyphénols, les flavonoides, les tanins, ... etc. qui possédent
des activités antimicrobiennes (Sandhar et al., 2011). De ce fait, I’exploitation de nouvelles
molécules bioactives ayant des effets secondaires limités ou inexistants depuis des sources
naturelles et leur adoption comme une alternative thérapeutique aux molécules synthétiques
sont devenues des objectifs prioritaires pour les recherches scientifiques et les industries
alimentaires et pharmaceutiques (Rios et Recio,2005).

e Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement dues a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes
hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité
envers les micro-organismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est
directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus
les composés phenoliques sont oxydes et plus ils sont inhibiteurs des micro-organismes
(Scalbert, 1991).
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e Les flavane-3-ols, les flavanols et les tanins ont regu plus d’attention di a leur large
forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacité de
supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la
formation de biofilms, la réduction de 1’adhésion aux ligands de I’hote et la
neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie
avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).

2.18.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne

L’étude de I’activité antimicrobienne consiste a déterminer la résistance ou la sensibilité des
souches a tester aux extraits polyphénoliques respectivement des feuilles et racines

L. selon la méthode de diffusion sur milieu solide (Ngameni et al., 2009). Deux essais sont
réalisés pour chaque souche testé.

v' Méthode de diffusion sur disque
A partir de colonies de chaque souche, une suspension bactérienne est réalisée dans 1’eau
physiologique. Un inoculum est alors obtenu, et ensemencé par inondation sur des boites de
pétri contenant la gélose Meuler Hinton. Des disques stériles de papier filtre imprégnés de
différents extraits sont ensuite délicatement déposés a la surface de la gélose. Les boites de pétri
sont incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 heure. L’activité antimicrobienne est déterminée en
mesurant le diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque (Bolou et al., 2011).

v Méthode de diffusion en milieu solide (Puits)
Avec un emporte - piéce des puits sont creusés dans la gélose de Mueller-Hinton coulée dans
des boites de Pétri et ensemencées par un germe - test. Les diametres d'inhibition sont mesurés
autour des puits apres une préincubation de 45 mn a température ambiante et une incubation a
I'étuve a 37° C pendant 18 heures (Biyiti, 2004).

v' Méthode de dilution en milieu liquide
Cette méthode consiste a distribuer dans une série de tubes a hémolyse 1’inoculum bactérien
contenant des concentrations croissantes de 1’antibiotique étudié, sauf un tube qui servira de
témoin positif. Une observation a I’ceil nu est ensuite réalisée, apres une incubation de 24 heures
a 37°c. On dit que la culture est positive dans les tubes ou le trouble est nettement visible. La
CMI est indiqueée par le tube qui contient la plus faible concentration d’antibiotique ou aucune
croissance n’est visible (Ganiére et al., 2004)

2.18.5. Activité antifongique

% Champignons
Les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire
(Lis-Balchin,2003).

% Action antifongique
L’activité antifongique est témoignée par 1’absence ou la présence de la croissance mycélienne.
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L'action antifongique de ces composées est due a une augmentation de la perméabilité de la
membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu
cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al.,2000).

% Utilisation de I’huile essentiel comme antifongique

Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la
croissance des levures et la germination des spores, 1’¢élongation du mycélium, la sporulation et
la production de toxines chez les moisissures.

L'étude de I'effet fongicide et fongistatique des huiles essentielles vis-a-vis de champignons
pathogenes a fait l'objet de plusieurs travaux (Karam et al.,2001). Comme pour ’activité
antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué a la présence de certaines fonctions
chimiques dans la composition des HE.

v' Mécanisme d’action :

En effet, les composes terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs groupements
fonctionnels tels que les phéenols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et
dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch et al.,1989)

IIs ont constaté également que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient une activité
antifongique.

e Les métabolites secondaires notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par
leur toxicité vis- a -vis les microorganismes (Ortuno et al., 2006). Il parait que le
caractere lipophile des composés augmente ’activité, permettant aux molécules de
pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique. De plus, la présence d’une
chaine isopréne apparait comme importante pour [’activité mais pas essentielle
(Jimenez-Gonzalez et al., 2008). L’addition de groupements alkyls au noyau benzéne
du phénol augmente le caractére antifongique. Par conséquent, un certain degré
d’hydrophobicité des composés phénoliques ou aldéhydes aromatiques parait donc
requis pour exprimer une caractéristique antifongique optimale (Chao et al., 2000).

2.18.6 Activité anti-inflammatoire

% L’inflammation
L’inflammation est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a une
agression d’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogene (cellules
cancéreuses ou pathologies auto-immunes) (Iwalewa et al., 2007 ; Barton, 2008). A pour but
d’éliminer I’agent pathogene, réparer les 1ésions tissulaires et favoriser le retour a I’homéostasie

et & la cicatrisation du tissu lésé (Hotamisligil, 2017).

+ Traitement de I’inflammation
Il existe de nombreux anti-inflammatoires de synthese et des antibiotiques sont disponibles,
mais ils présentent plusieurs effets indésirables. Cependant, les médicaments a base de
substances naturelles sont moins toxiques, et les microorganismes, sont moins résistants a ces
substances (Farahpour et Habibi, 2012).
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Bien que I’'inflammation soit un phénomene naturel d’autodéfense de 1’organisme contre des
blessures, elle est parfois incontrélée dans les maladies auto-immunes (arthrite rhumatoide) ou
lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (asthme) (Conforti et al., 2008).

L’action pharmacologique des flavonoides suggére qu’ils pourraient présenter un intérét
dans le traitement des allergies en régulant ces mastocytes. De nombreux recherches ont
approuvees que les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires et qu’ils sont
capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire (Stankov, 2012). Par ailleurs,
les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des
mastocytes. De méme, dans la famille des stilbénes, le resvératrol a montré des propriétés anti-
inflammatoires in vivo et in vitro (Renaud, 2011).
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3.1 Famille des Astéracées

Caethamus caeruleus est une plante médicinale locale utilisée en phytothérapie en raison
de sa richesse en composes phénoliques. Cette espéce appartient a la famille des astéracées.

Le nom Astéracée est dérivé du mot grec « Aster » qui signifie « étoile », en relation avec
la forme de la fleur. Les Astéracées représentent la plus importante famille de la division des
spermatophytes. Elle comprend pres de 25 000 espéces connues, groupéees en 1500 genres
repartis en 17 tribus répandues a travers le monde (Abdul, 2012).

Dans notre territoire elle renferme 408 espéces reparties en 109 genres (Barkely et al.,
2006). La famille des Astéracées est encore appelée famille des "Composées" car les fleurs sont
toujours groupées en capitules denses composés de nombreuses petites fleurs placées cote a
cote. 1l existe actuellement 12 sous-familles au sein de la famille des astéracees, incluant elles-
mémes 43 tribus (Shahram, 2014).

Certaines especes d’Astéracées sont des plantes ornementales et d’autres présentent une
importance économique cultivée pour ses graines oléagineuses (Wong et al., 2014). D’autres
especes sont utilisées pour extraire des colorants a intérét alimentaire et cosmétique (Ziarati et
al., 2012).

3.2 Genre de Carthamus

L’origine du nom provient du mot arabe « Kurthum », qui signifie teinture « Kartam »
(Beniston, 1984). C’est une plante a fleurs qui a des rapports avec des chardons (Lamarck et
Marie, 1785).

Le genre botanique Carthamus regroupe des plantes de la famille des astéracées, c’est
la famille la plus importante des Angiospermes, ce sont souvent des plantes herbacées avec des
racines charnues (rhizomes ou tubercules) (Crete, 1965). Ce genre comprend environ 29
espéces qui se rencontrent en région méditerranéenne jusqu’en Asie. Ce sont des plantes
annuelles ou vivaces, le plus souvent épineuses (Mioulane, 2004).

3.3 Description botanique de Carthamus caeruleus L
L’espéce Carthamus caeruleus L qui fait I’objet de notre étude est connue également
sous le nom de cardoncelle bleue appartient a la famille des astéracées (Bowles, 2010). C’est
une herbe annuelle ou bisannuelle qui possede :
e Un rhizome qu’est composé de racine principale qui évolue horizontalement et des
racines secondaires sortent de racine principale évoluent verticalement (Freire, 2004).
e Tige ascendante simple ou tres peu rameuse, glabre, dressée et velue (haute de 20 a 60
cm), (Mioulane, 2004).
e Les feuilles sont coriaces et luisantes, les supérieures sont fortement dentées et
piquantes.
e L’inflorescence se présente sous forme d’un capitule dont les fleurs sont bleues, en
capitules terminaux solitaires, Sa période de floraison s’étale de mai a juillet (Mioulane,
2004).
e Les fruits du Carthamus caeruleus sont des akenes (Bowles et al., 2010)
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Figure 07 : Les différentes parties de la plante Carthamus caeruleus |.

3.4. Systématique de la plante

TEXTE D’ABORD
Tableau 06 : Classification de Carthamus caeruleus L selon APG 111 (2009).
Régne Plantae
Clade Angiosperme
Clade Dicotylédones vraies
Clade Astéridées
Clade Campanulidées
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Carthamus
Espece Carthamus caeruleus L

Nom vernaculaire francais : Carduncelle bleue
Nom vernaculaire berbére : Amresgous, Arviv n taga, Immerzezig
Nom vernaculaire arabe : Musgousse, Mortgousse, Emar gosgos
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3.5. Habitat et distribution géographique

C’est une espéce peu commune qui pousse sur les terres humiferes et 1égeres, dans les
chemins, les coupes des bois, les champs et les jardins bien fumés (Pastrikos, 2018). Cette
espéce donc préfére les endroits ensoleillés du bassin méditerranéen. Elle est originaire du Sud-
Ouest de I’ Asie (Mioulane, 2004) mais aussi elle se trouve en Afrique du nord (Algeérie, Maroc,
Tunisie, Libye), en Australie, Amérique du nord ainsi qu’en Europe (Gréce, Italie, France,
Portugal, Espagne), (Boullard, 2001) (Figure 8).

En Algérie, elle se trouve dans les régions cotiéres méditerranéennes (Tipaza, Annaba,
Bejaia, Sidi bel- abbés et ainsi que dans les hauts plateaux Sétif) (Benhamou et Fazouane,
2013). Aussi cette espéce a été récolte de Bouira, Tizi-Ouzou, Tlemcen, et Boumerdes
(Chemouri et al., 2015).
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Figure 08 : Répartition de Carthamus dans le monde (Boumerfeg, 2014)

3.6. Cycle biologique

Carthamus caeruleus est une plante herbacée vivace. Les graines germent généralement
vers fin mars début avril.

Les racines participent aussi a la reproduction, car elles drageonnent réguliérement.
La pollinisation peut étre soit entomophile (par les insectes), soit anémophile (par le vent)
(Mihoub et al., 2017).

3.7. Les parties exploitées de la plante

e Le rhizome: la partie la plus utilisé en phytothérapie en raison de sa richesse en
composés phénoliques (Dahmani, 2018) sous forme d’une poudre ou une créme. La
littérature existante indique que ces composants chimiques présentent plusieurs activités
pharmacologiques (Suman et al.,, 2010), antifongique, antivirale, antitumorale,
antidiabétique, antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne (Oh et al.,2012).

e Les feuilles : riches en composés phénoliques, huiles essentielles (Allouache et
Ghernoub, 2017) utilisées sous forme d’une poudre ou une tisane.
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3.8. Composition phytochimique des racines de Carthamus caeruleus

Le tableau 07 montre la composition phytochimique des racines de Carthamus caeruleus selon
1’étude de Dahmani, (2018).

Tableau 07. Tests phytochimiques des racines de Carthamus caeruleus L (Dahmani, 2018).

Substances Précipitation ou une coloration par des réactifs
spécifiques
Tanins totaux +++
Tanins catéchiques -
Tanins galliques ++
Flavonoides F++
Anthocyanes 4+
Leucoanthocyanes 4+
Sénosides F+
Amidon +
Quinones Libres 4+
Saponosides F++
Alcaloides -
Glucosides F++
Mucilage 4+
Irridoides -
Coumarines F++

(-) : absence de substance ; (+) : faible présence de substance ; (++) : moyenne présence de

substance ; (+++) : forte présence de substance.




Chapitre 111 Présentation de la plante étudiée

Le tableau 08 montre une comparaison entre la composition chimique des racines et la
composition des feuilles selon I’étude de Allouache et Gharnoub (2017).

Tableau 08. Tests phytochimiques des racines et feuilles de Carthamus caeruleus L
(Allouache et Ghernoub, 2017).

Substances Racines Feuilles
Polyphénols totaux + ++

Flavonoides + 4+
Tanins condensés + ++
Huiles essentielles +++ ++

(+) : faible présence de substance ; (++): moyenne présence de substance ; (+++): forte
présence de substance.
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4.1. Intérét biologique de la plante

La plante est tres connue dans le Nord Algérien notamment en Kabylie, ses rhizomes
sont utilisés dans le traitement des brilures cutanées sous forme de creme préparée a partir des
rhizomes. La créme obtenue est appliquée directement sur la partie brulée et des résultats
spectaculaires ont été observés chez des personnes traitées par cette derniére. Le rhizome du
Carthamus caeruleus L donc est utilise comme cicatrisant. Il contribue a soigner les brulures
(anti brulure). Certains herboristes suggerent que les racines de Carthamus caeruleus peuvent
étre utiles pour traiter les maladies de la peau et méme pour les inflammations articulaires.

D’apres les travaux répertoriés sur cette plante, chaque auteur choisi sa méthode de
travail selon I’objectif de 1I’expérimentation, cependant de facon générale, ils ont opté aux
méthodes de base pour I’extraction des métabolites secondaires. Quant aux activités
biologiques, les chercheurs ont realisé différentes expériences sur Carthamus caeruleus L. soit
sur la partie aérienne (feuilles) ou la partie racinaires (rhizome) pour aboutir aux différentes
activités biologiques. La différence des résultats en termes de pourcentage des expériences est
du soit a I'utilisation des solvants a différentes concentrations, la nature de ’extrait, et les
conditions expérimentales disponibles.

4.2. Evaluation de I’activité antioxydante

Apres extraction des molécules bioactifs, les chercheurs ont effectué des tests
d’évaluation de I’activité anti radicalaires (DPPH, FRAP et H,O>) des extraits de la plante
Carthamus caeruleus, et ce comparativement aux activités des produit de référence comme
1’acide ascorbique. Cette activité est mesurée par le pourcentage d’inhibition des radicaux libre
et détermination de concentration minimale inhibitrice de chaque extrait.

Dans les travaux de Dahmani (2018), le teste de DPPH réalisé sur I’extraits de
Carthamus caeruleus, a révélé que I’extrait méthanolique avait signalé un meilleur résultat
comparativement aux résultats obtenus lors de traitement avec ’acide ascorbique. Un fort
pouvoir antiradicalaire est noté pour 1’extrait polyphénolique relativement élevée lié a la
concentration de 1’extrait.

Ainsi que le test de DPPH est le plus fiable pour 1’extraction polyphénolique.

L’évaluation de I’activité antioxydante par réduction du fer est une méthode facile et
reproductible, pour cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits de plante les plus riches
en biomolécules. A travers les résultats, 1’extrait polyphénolique des racines de Carthamus
caeruleus a présenté un pouvoir réducteur élevé (37%) supérieur a celui obtenu par
I’antioxydant de référence 1’acide ascorbique (30%). Ce pouvoir réducteur élevé des
polyphénols est signalé par (Zhang et Tsao, 2016). Pour le teste de Piégeage du peroxyde
d’hydrogéne (H202 Scavenging activity), les résultats obtenus ont montré que 1’extrait
méthanolique de Carthamus caeruleus a diminué les concentrations du peroxyde d’hydrogéne,
caractérise par un effet dose dépendant.

Par ailleurs, les travaux de Bellabes (2018) se sont focalisés sur les propriétés
antioxydantes des huiles essentielles et des extraits d'hydrola (obtenu par entrainement a la
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vapeur), par l’utilisation de trois méthodes différentes : l'activité de piégeage radicalaire
(DPPH), le pouvoir réducteur (FRAP), et la méthode de blanchissement au B-caroténe.
L’auteur a utilisé une solution éthanolique et différentes concentrations des huiles essentielles
et des extraits d’hydrolat avec le BHT comme control positif et 1’éthanol pur comme control
négatif. Ce test a montré que les huiles essentielles ont la capacité de réduire le radical DPPHe
a 70% lorsqu’on les utilise a des concentrations faibles. Les extraits d’hydrolats présentent des
activités de piégeage des radicaux les plus élevées IC 50 a (50.3%) avec des concentrations plus
faibles et de valeur (2,6 mg/L). Différentes concentrations des extraits dans 1’éthanol ont été
utilisées et sont mélangées a la solution tampon phosphate et ferricyanure de potassium.
L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la
réduction de fer.

La technique de décoloration de B-caroténe/acide linoléique permet d’évaluer I’activité
antioxydante des huiles essentielles et des extraits hydrolats par inhibition de la peroxydation
des lipides. L’évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essenticlle et de 1’extrait
d’hydrolat de C. caeruleus par les méthodes DPPH, FRAP et du blanchissement de la -
caroténe, ont montré que les deux mélanges naturels sont dotés d’un pouvoir antioxydant tres
puissant (19.9 %), comparativement a 1’antioxydant de référence (BHT) avec (17.3%). Les
résultats du pouvoir antioxydant des extraits d’hydrolats testés montrent que le pourcentage
d’inhibition de I’extrait est supérieur a 50% a des faibles concentrations (3mg/L).

Tableau 09. Récapitulatif de de I’activité antioxydante

Partie | Type Analyse Composés % Région Référence

d’extraction d’inhibition

Test DPPH

Racines | Macération Polyphénols Forte Boumerdes | Dahmani (2018)
dans le activité
méthanol
95% (37%)
Ethanol Composées Meilleurs Alger Toubane et al.
H phénoliques résultats (2017)
exane totaux obtenus
Méthanol CGMS . . avec
Sesquiterpenes 1éthanol
Acides gras 66,67 %

(bonne

solubilités)
-Méthanol Polyphénols Extraits Boumerdes | Baghiani et al.
H totaux aqueux (2010)
-Hexane plus
-Acétate efficace
-aqueux (75.71%)
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4.3. Evaluation de I’activité anti inflammatoire

La méthode décrite par (Winter et al., 1962) a été utilisée pour évaluer 1’effet anti-
inflammatoire. Pour I’application de cette méthode, les animaux sont répartis en trois lots
renfermant chacun six souris, qui sont mis a jeun 12 heures avant I’expérimentation. La
premiére étape consiste a administrer une heure avant I’injection de la carragénine, différentes
solutions ont été administrées par voie intra-péritonéale. Les différents lots sont traités par
différentes substance (un témoin, un contrdle positif considéré comme référence et les extraits
des racines de Carthamus caeruleus. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition
de I’cedéme.

P= (DM - DMT) /100

= D M ladifférence moyenne de poids entre les morceaux des pattes droites traitées a

carragénine et ceux des pattes gauches non traitées du lot témoin.
= D M T : ladifférence moyenne de poids entre les morceaux des pattes droites traitées

aux produits a tester dans carragénine et ceux des pattes gauches non traitées des lots

traités.

Plusieurs recherches rapportent que les racines de C. caeruleus possedent un effet anti-
inflammatoire (Attama et al 2011 ; Toubane et al. 2017 ; Dahmani et al., 2018 ; Bouhenni et
Benkablia, 2019). L’activité anti-inflammatoire des extraits peut s’expliquer par la présence
de composes polyphénoliques comme les tanins et les flavonoides. (Gonzaleztel-Gallego et al.,
2010). En effet, les chercheurs ont démontré que I’extrait méthanolique de Carthamus
caeruleus est riche en flavonoides, ce qui explique leur efficacité contre I’cedéme. De plus, de
nombreuses études semblent indiquer que les polyphénols et les flavonoides sont capables de
moduler le fonctionnement du systeme immunitaire par inhibition de I'activité des enzymes qui
peuvent étre responsables des inflammations, (Gallego et al., 2007), d’autres flavonoides sont
capables d'inhiber I'nistamine (Kim et al., 2004).

Dahmani (2018), a démontré que I’inhibition en pourcentage de 1’cedéme chez les
animaux traités par 1’extrait de Carthamus caeruleus a (92%) est nettement supeérieur a celui
des animaux traités avec Diclofenac avec (79%) Le test contenait un groupe témoin, et un
groupe traité & I’extrait méthanolique des racines de Carthamus caeruleus, celui-ci a donné
une inhibition de 92.20% contre une inhibition de 82.05% obtenue avec le Diclofénac (produit
de référence).

L’expérience de Ferhat et Belhadi (2016), a été réalisée sur 1’extrait aqueux
polyphénolique (obtenu par macération de la poudre des racines dans le méthanol) et la fraction
flavonoique de Carthamus caeruleus comparé a un produit de référence (I’indométacine). Ils
ont procéde a la constitution de 4 lots de 6 souris pour chacun, dont le poids corporel est compris
entre 19 et 29g. Le lot traité par 1’extrait polyphénolique avait donné un résultat de 81.39 %
contre 64.17% pour le lot traité par la fraction flavonoique et 57.22% pour le lot traité par
I’indométacine (lot référence).

Bouhenni et Benkablia (2019) ont effectué leurs travaux avec 20 souris pesant environ
25¢ est divisé en 4 groupes, ou chaque groupe recoit par voie orale les solutions expérimentales
suivantes : deux doses différentes de 1’extrait aqueux de Carthamus caeruleus (racines), un
produit de référence comme contrdle positif et un témoin. Les auteurs ont pu conclure que par
I’augmentation de la dose de I’extrait aqueux de Carthamus caeruleus, I’effet anti
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inflammatoire augmente aussi. Le groupe témoin traité par une solution de NaCl (0,9%) a
donné un résultat d’une 1égére diminution du volume de I’cedéme avec 13,35%. Pour le groupe
référence avec I’anti-inflammatoire Diclofénac (50 mg/Kg) dissous dans du NaCl 0,9%, le teste
a donné un resultat de 31.58%. Quant au test avec le groupe ayant regu une dose de 150 mg/Kg
de I’extrait aqueux de Carthamus caeruleus dissous dans du NaCl 0,9%, celui-ci a donné un
résultat de 21,74%, contre 31.95% a une dose de 300 mg/Kg. Sur la base de la présente revue
bibliographique, il est conclu que les racines de la plante C. caeruleus L algérienne est une
source potentielle de composés bioactifs avec une excellente activité réductrice de
I’inflammation a une grande valeur pharmaceutique.

4.4. Evaluation de P’activité cicatrisante (régénération des cellules)

Plusieurs auteurs expliquent le pouvoir cicatrisant de composants phénoliques des
plantes médicinales par leur capacité antibactériennes, antioxydantes et anti-inflammatoires
(Safedine et al., 2013 ; Kazemian et al., 2018). Il a été démontré que les plantes médicinales
présentant des propriétés cicatrisantes ont souvent un niveau €levé de stérols végétaux (Davis
et al., 1994). Le genre Carthamus est connu pour sa richesse en stérols (Hamrouni et al., 2007).
Plusieurs études ont montré que le madécassoside stimule et régule la production de collagéne,
matrice fibreuse indispensable a la cicatrisation des plaies (Brinkhaus et al.,2000). Ce qui laisse
supposer que les saponosides existants de cette plante d augmentent peut-étre I’action des
cellules responsable de la synthése du collagene et la répartition de la destruction tissulaire.

Pour I’évaluation de cette activité les auteurs ont opté la méthode de Suintar et al., (2013).
Le principe consiste a I'application du produit a tester sur des plaies provoquées. 11 s’agit d’une
pommade a base de poudre de racine de Carthamus caeruleus. Le pourcentage de réduction
des superficies est calculé par la formule suivante : Contraction de la plaie en % =Surface
guérie/surface totalex100. Pour chaque échantillon analysé, trois mesures ont été réalisées et
les résultats ont été exprimés sous forme de : moyenne + écart type. Des comparaisons
statistiques ont été effectuées en utilisant le Paired T-Test. Les différences ont été significatives
a P<0.05. Les valeurs des IC50 ont eté calculées en utilisant le logiciel Graph Pad Prisma.

Les travaux de Dahmani (2018), menés sur 6 rats males de souche Wistar, pesant entre 200
et 230 grammes, pour tester 1’effet cicatrisant de la pommade issue de la poudre des racines de
Carthamus caeruleus. Les applications sont faites de fagon quotidienne, a raison d’une fois par
jour, pendant 15 jours. Les rats ont été répartis en 3 lots : le premier traité avec NaCl 0.9%, le
second traité par le Madécasol® (produit de référence), dont le résultat est 87% contre 95%
obtenu avec le troisiéme lot traité avec la pommade a base de la plante. Les résultats de cette
étude concordent avec les travaux conduits sur la méme plante médicinale récolté a Boumerdes
(Benhamou et Fazouane, 2013).

Farhat et Belhadi (2016) ont effectué cette évaluation in vivo sur des rats Albinos traités par
3 produits différents et ils ont pu conclure que le pourcentage de contraction des plaies traitées
par la creme de Carthamus est plus significatif que les plaies traitées par la Madécassol. lls ont
étudié la potentialité accélératrice de la néoformation des tissus dermiques apres 1’application
de la creme a base des racines de Carthamus sur des cicatrices superficielles. Le groupe traité
par la pommade de Carthamus caeruleus montre un pourcentage de contraction de la plait le
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plus élevé 98.33% contre les groupes recevant une creme de référence (Madécasol® ou
simplement traité par 1’eau physiologique.

Le protocole suivi est celui décrit par Pourrat (2003) qui a été modifié selon les conditions
disponibles. La fréquence d’application de ces crémes sur les plaies est fixée d’une application
par jour pendant 8 jours. L’observation macroscopique est réalisée avant chaque nouvelle
application

Gaci et Lahiani (2017) ont prouvé que la créme traditionnelle présente un effet de
cicatrisation plus efficace. De méme, la poudre de C. caeruleus L que les autres traitements.
En outre, I’extrait saponosidique (obtenu par extraction solvant méthanol 70%) des racines
fraiches de C. caeruleus L a un pouvoir de cicatrisation moindre que le produit de référence
Madécassol, ce qui est probablement li¢ a la teneur de 1’extrait des racines en saponines dont la
concentration est faible de 1’ordre de 0,44%.

Lors de leurs expérimentations, Gaci et Lahiani (2017) ont effectué deux essais de cicatrisation,

I’un sur des plaies traitées avec les pommades préparées a base de saponines, poudre végétale
comme créme traditionnelle et le produit de référence Madécassol®, ’autre sur des brilures
menées avec la creme traditionnelle des racines de C. caeruleus L.
Les applications se font quotidiennement jusqu’a 1’épithéliation compléte des plaies et des
bralures (environ 15 jours). Cette étude permet de comparer les différentes cicatrices et leur
évolution sur la base de la modification de la surface de la cicatrice. Les résultats montrent que
la creme issue des racines fraiches et la pommade obtenu a partir de la poudre donnent un
meilleur résultat dans la cicatrisation.

Arroudj et Zitouni (2017) ont également testé la pommade a base des racines de
Carthamus sur le bras d’un étudient. Les observations au niveau de la zone de brulure montrent
une contraction progressive du tissu cutané. Apreés une durée de 15 jours d’application de la
creme, la régénération du tissu de la peau était complete. Les mémes résultats ont été obtenu
par Hamadi et al., (2014). Par ailleurs, (Benhamou et Fazouane,2013) ont indiqué qu’une
préparation traditionnelle des rhizomes de Carthamus caeruleus L. avec du lait a un effet de
guérison des plaies et des bralures plus puissantes a (85.66%) que la pommade pharmaceutique
(Madécassol®) pour les plaies et (Biafine) pour les brilures a (75.12%).
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Tableau 10 : Récapitulatif de I’activité antiinflammatoire et cicatrisante

Partie Type Analyse Composés Activité Région Référence
d’extraction identifiés biologique
Racines Activité anti-inflammatoire, % d’inhibition de I’eedéme
Macération Polyphénols | Extrait Toubane et al.
Ethanol éthanolique avec Al (2017)
thano mg/ml donne ger
Meéthanol 66.67%
Hexane
Macération Polyphénols | 92.20% pour Boumerdes | Dahmani
Méthanol 95% Carthamus contre 2018
éthanol 95% 82.05% pour (2018)
CGSM Diclofénac.
Décoction dans Flavonoides | (31.95%) pour Moustagan- | Bouhenni et
I’eau distillé tanins Carthamus contre | em Belkablia
. (31.58%) pour
Aud(.e . Diclofenac. (2019)
palmitique
Activité cicatrisante, % de la contraction de la plaie.
Racines Méthanol a 95% Composés La pommade de Boumerdes | Dahmani
phénoliques | Carthamus 95% (2018)
) contre
Stérols
Madécassol 87%
Méthanol Observation Polyphénols | L’extrait Boumerdes | (Farhat et
A . polyphénolique Belhadi,2016)
avonoides (81.39%)
L’extrait
flavonoique
(64.17%)
Contre 57.22%
obtenu avec
I’indométacine de
référence.
Macération avec Polyphénols | Creme Boumerdes | Benhamou et
I’eau traditionnelle Fazouane (2013)
(85.66%)
Madécasol
(75.12%)
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| . saponosidique (2017)
Flavonoides (81%)

Madécasol (73%)

Méthanol Saponosides | L’extrait Boumerdes | Gaci et Lahiani

Ethanol 70% Polyphénols | Cicatrisation Bejaia Arroudj et

Ethanol 96%

compléte Zitouni (2017)

4.5. Evaluation de P’activités antifongique et insecticide des huiles essentielles

D’aprés plusieurs études, notamment celles de Seffedine (2015), Belabes (2018) et
Mami et al. (2020), les huiles essentielles et les extraits d’hydrolats issus des racines de
Carthamus caeruleus possedent une activité antifongique trés intéressante vis-a-vis des
champignons phytopathogénes ainsi que des activités insecticides.

Dans son étude, Seffedine (2015) a rapporté qu’elle a trouvés que des souches fongiques
étaient tres sensibles aux extraits de racines de Carthamus caeruleus, et plus particuliérement
Candida albicans. Aussi ces extraits de racines ont un potentiel antifongique trés important, et
cette plante pourrait étre exploitée comme une source d’agents antifongiques naturels et offre
une alternative de lutte biologique contre les infections fongiques des plantes.

En effet, Seffedine (2015) a testé I’activité antifongique de différentes fractions
d’extraits de racines de carthamus caeruleus sur quatre souches fongiques dont Candida
albicans (champignon parasite de I’homme), Aschochyta rabiei, Fusarium oxysporum albidinis
et Fusarium Var coerileum (souches fongiques phytopathogenes). Elle a utilisé la méthode de
diffusion sur gélose Sabouraud pour Candida albicans, et la méthode de diffusion sur la gélose
de Malt pour les trois souches fongiques phytopathogeénes. Plusieurs fractions ont été testées, il
s’agit de fraction acétate méthyle Acl et Ac2 et acétate butanol Bul et Bu 2.

La fraction (Acl) est la plus active contre Candida albicans avec une zone d’inhibition de 25
mm, suivie de la fraction aqueuse Ag2 (20 mm), Bu2 (18mm) et la fraction Ac2 (17 mm).
Ces activités se sontreelées nettement supérieures a celle du controle positif (Amphotéricine
B), avec une zone d’inhibition de (14.3mm).

Concernant les souches de Fusarium oxysporum albidinis, Aschochyta rabiei, les
fractions Acl et Ac2 ont montré des activités modérées et similaires et sont inférieures a celle
du contrdle positif (le Digrain produit de référence utilisé comme agent antifongique). Pour
Fusarium Var coerileums, les fractions Acl et Ac2 ont montré des activités modérees et
semblables et similaires a celle du contrdle positif (le Digrain). Fusarium oxysporum albidinis
et Fusarium Var coerileums ont montré une sensiblité vis-a-vis de la fraction Bu2, par contre
la fraction Bul n’est active que sur Aschochyta rabiei. Une absence d’activité est notée pour
les fractions aqueuses (Agl, Ag2) pour les 3 souches.

Bellabes (2018) a évalué I'effet inhibiteur des huiles essentielles et des extraits
d'hydrolat des racines et feuilles de carthamus caeruleus, sur les champignons
phytopathogeénes. Les tests ont montré une variabilité de I'inhibition selon les champignons
pathogenes testes. P. expansum, Trichoderma sp, et A. flavus étaient plus sensibles aux
concentrations d’huiles essentielles employées (de 20 a 200 mg/L), avec des valeurs des

ﬂ



Chapitre IV Etat de I’art sur les travaux scientifiques effectués sur la plante étudiée

pourcentages d’inhibitions de la croissance mycélienne qui varient de 53,33% a 100%, 75,55 a
100% et 53,22% a 83,33% respectivement. Malgré I’utilisation des concentrations minimales
d’huiles essentielles (<a20) le pourcentage d’inhibition de la croissance est (50%).

A niger et R. oryzae étaient moins sensibles parce que 1’huile essentielle s’avére moins active
quel que soient les concentrations employées (20-200 mg/L). Les valeurs des pourcentages
d’inhibitions de la croissance mycélienne sont respectivement moindres : 33,33% a 62,22% et
11,11% a 62,22%. Quant aux extraits d’hydrolats, ceux-ci étaient complétement inefficaces vis-
a-vis de R. oryzae avec un taux d’inhibition nul pour les différents volumes testés. Cependant,
I’extrait d’hydrolat a montré une efficacité tres intéressante contre A. flavus, P. expansum et P.
digitatum avec des taux d’inhibition allant de 24,12% a 56,55%. Par contre, une trés grande
sensibilité est notée contre Trichoderma sp avec une inhibition de 77,77% a 100%.

5.6. Evaluation de P’activité antibactérienne

D’apres 1’étude menée par Saffedine et al. (2013), le test de sensibilité des bactéries
aux différentes fractions des extraits de racines et de feuilles de Carthamus caeruleus, a permis
de montrer, de maniére générale, des effets antibactériens significatifs et variables avec les
fractions organiques (Acl, Bul) issues de I’extrait hydro- méthanolique, (Ac2,Bu?2) issues de
I’extrait hydro-éthanolique et aqueuses et ce, vis-a-vis des bactéries Gram+ que Gram-. Cette
etude souligne que les extraits des feuilles (AcF, AgF) ne montrent pas le méme effet que les
racines.

Seffedine (2015) a utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton
agar pour réaliser le test de sensibilité des bactéries aux différentes fractions des extraits de
racines et de feuilles de carthamus caeruleus (in vitro), puis mesuré en (mm) les diametres
des zones claires d’inhibition autour des disques (un extrait est considéré comme actif s’il
produit une zone d’inhibition supérieure ou égale & 10 mm selon Biyiti et al. (2004). En fin ce
test est réalisé sur 12 souches bactériennes de Gram- et Gram+.

Staphylococcus aureus a montré une forte sensibilité a la fraction aqueuse Aql et AqF
avec un diamétre d’inhibition de 20mm pour les deux. Par contre la fraction acétate d’éthyle
Acl génére une activité faible de 7mm pour I’extrait racinaire. Escherichia coli et Enterococcus
faecalis des activités modérées de 10 mm et 11.5 mm ont été notées avec la fraction Acl
d’extrait racinaire. La fraction acétate d’éthyle (AcF) trés active sur Escherichia coli avec une
zone d’inhibition de 23mm. Pour Acinetobacter baumanii et Bacillus cereus les fractions
organiques (Acl, Ac2, Bul et Bu2) des extraits racinaires, ont montré des activités
significatives similaires avec un diameétre d’inhibition respectivement de 20mm et15 mm. La
fraction aqueuse (AgF) trés active sur « Acinetobacter baumanii » avec une zone d’inhibition
de 20mm.

Par ailleurs, aucune fraction d’extrait racinaire n'était efficace contre Serratia
marcescents, Salmonella typhimurium, Citrobacter freundii , Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeroginosa , tandis que la fraction (AgF)a
montré un diamétre d’inhibition de 10mm chez Pseudomonas aeroginosa.
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Tableau 11 : Récapitulatif de 1’activité antimicrobiennes (antibactérienne et antifongiques)
des feuilles et/ou racines de Carthamus caeruleus |

Organe | Type Méthode | Composés | Activités Région | Références
exploité | d’extraction Analyse | identifiés biologiques
Activité antibactérienne
Feuilles | Méthanol/ eau Composés | Puissante des Setif Saffedine et
e hénoli l. (201
Diffusion phénoliques | contre les al. (2013)
souches des
sur .
bactéries gram+
disque et et gram-
micro-
i dilution _ _ i
Racines | Ethanol Flavonoides | Activité Seétif Saffedine et
. issan ntr al. (2013
Méthanol puISsa t,e.co re ( )
les bactéries.
Activité antifongique/insecticide
Racines | Hydro- GCGM (L’oxyde -Oxyde de Alger Mami et al.
distillation de carlina et | carlina activité (2020)
oxyde de intéressante
13-méthox .
. y -Huile
carline) .
essentielle
Extraits activité
d’hydrolats | insecticide
Racines | Hydrodistillation | GC GM | Flavonoides | Efficace Tlemcen | Bellabes et al.
. ice + 201
Tanins _(protectrlce 45 (2018)
jours)
Flutles -Activité
essentielles | . -
(carlina insecticide
oxyde) (mortalité des
y mouches100%)
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Partie 2 Présentation des travaux effectués sur la plante étudiée

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies
de ’université Mouloud Mammeri de Tizi -ouzou.

1. Matériel et méthodes
1.1. Equipements et matériel du laboratoire
e Centrifugeuse.
e Réfrigérateur.
e Balance de précision.
e Broyeur.
e Agitateur
e Source de chaleur : bain-marie chauffant

e Papier filtre.
e Papier aluminium.

e VVerrerie et autres petits matériels : flacons, baguettes en verre, burettes, pipettes
graduées, béchers, fioles, erlenmeyers, éprouvettes graduées, entonnoirs en verre, pipettes
pasteur, bouteilles propres, spatule en inox, tubes a essais.

1.2. Matériel végétal

La plante Carthamus caeruleus a été récolté en printemps (mois d’avril 2020) dans sa

période de floraison dans la région de Tizi —Gheniff.

e Larécolte : elle se faite préférentiellement durant la matinée apreés le lever du soleil pour
¢viter I’humidification des racines. Ensuite, on procéde a la séparation des différentes
parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs).

e Séchage : la partie aérienne est rincée et séchée a 1’air libre, a I’abri de la lumiére du

soleil pendant une semaine.

Feuilles Fleurs Tiges

Figure 09. Photographie des parties aériennes prises (20/04/2020) apres séchage.

e Conservation : chaque partie est conservée dans des sacs en plastique.
e Lesracines : une partie est réduite en poudre et une autre partie est transformée en
pommade.
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Partie 2 Présentation des travaux effectués sur la plante étudiée

1.3. Préparation de la poudre

Le rhizome : une quantité de rhizome (trié, rincé, épluché puis coupé en petits morceaux)
est séchée a I’air libre a 1’abri de la lumiére du soleil pendant 15 jours. Ensuite, cette partie est
pilée a 1’aide d’un mortier puis la faire passer par un tamis pour avoir une poudre fine et
homogeéne. Cette derniere est conservée dans un flacon opaque dans un endroit sec en vue de

procéder aux différentes manipulations. La poudre c’est la meilleure fagon de conservation des
plantes (principes actifs).

Rhizome séché et coupé Poudre fine

Figure 10 : photographie d’obtention de la poudre a partir de rhizome sec (28/04/2020).

1.4. Préparation de la pommade
» Préparation a froid

Une partie des racines est utilisée fraichement pour préparer la pommade traditionnelle,
les racines sont pilées dans un mortier avec 1’eau distillée puis filtrées a 1’aide d’une compresse
pour obtenir une pommade préte a 1’utilisation directe sur les pliées ou les brulures.

Figure 11 : photographie d’obtention de la pommade a partir de rhizome frais (20/04/2020).
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Partie 2 Présentation des travaux effectués sur la plante étudiée

» Préparation a chaud

Une autre partie des racines est nettoyée, coupée en petits morceaux et est bouillit dans
I’eau pendant 2h en couvrant la préparation pour éviter la volatilisation de ses composées. A
la fin, une créme préte a I’utilisation est obtenue.

1.5 Extraction par solvants aqueux et organiques
Protocole expérimentale

e Solvantl

La méthode d’extraction est effectué¢e par macération de 5g de poudre des racines ou de
feuilles de Carthamus caeruleus dans 25 ml de I’éthanol. Le mélange est laissé agiter pendant
1h & 350 tour/min. Les extraits sont laissés macérés 20h, puis soumis a deux lavages avec le
méme solvant d’extraction (éthanol) pour récupérer tous les métabolites est sont ensuite
conservés dans des flacons opaques.

e Solvant 2
La méme expérience est répétée avec un solvant apolaire (acétate d’éthyle) dans le but
d’extraction des molécules qu’ont une affinité au solvant apolaire.

e Solvant 3
Dans un flacon opaque on a mélangé 5¢g de la poudre et 75 ml de I’eau distillé et puis remettre

dans un bain marin pendant 1h a 50c® puis filtré par un papier filtre ensuite lyophiliser dans des
boites pétries.
Les mémes étapes ont étés suivies avec 1’extrais des feuilles.

Figure 12 : Extrait éthanolique des racines (21/10/ 2020).
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Conclusion

Le choix porté sur 1’espece étudiée, Carthamus caeruleus, est justifié par son
utilisation en pharmacopée traditionnelle, principalement pour sa capacité a
cicatriser les brulures et les plaies par les populations locales, et pour son pouvoir
anti-inflammatoire. Dans le but d’extraire des molécules a intérét thérapeutique,
nous nous sommes intéressés a valoriser cette plante répondue en Algérie:
Carthamus caeruleus. En effet, les bactéries, les champignons et les radicaux libres
sont a l’origine de réels probléemes de santé publique a cause de leur implication
dans de nombreuses maladies. D’aprés les recherches bibliographiques répertoriées,
la plante étudiée possede un potentiel antioxydant et antibactérien trés importants et
pourrait étre exploitée comme une source d’agents antibactériens et antioxydants
naturels pour traiter les maladies infectieuses et autres pathologies liées au stress
oxydant. En ce qui concerne I’effet antifongique, I’extrait de Carthamus caeruleus a
révélé des effets positifs vis-a-vis de certains champignons et des effets négatifs
pour d’autres. Les travaux ont montré des activités positives variables a 1’encontre
de nombreuses souches bactériennes. L’analyse de 1’activit¢ antioxydante in vitro
par différents tests a montré une activité anti-radicalaire importante de [I’extrait
polyphénolique. Dans ce contexte, le présent travail a contribué a la préparation
d’une pommade puis I’extraction de principes actifs de Carthamus caeruleus par
différentes méthodes d’extractions. Dans la suite de la présente étude, plusieurs
voies de valorisation des extraits obtenus peuvent étre exploitées.
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Résumé

De nombreuses plantes sont connues pour leur utilisation en médecine traditionnelle
dans le traitement de plusieurs pathologies. Les plantes sont encore aujourd’hui au cceur de la
pharmacopée humaine, par I’utilisation des molécules thérapeutiques d’origine végétale. Les
travaux de recherche a propos de Carthamus caeruleus révélent la richesse et la diversité
moléculaire des racines et feuilles de Carthamus caeruleus. L’évaluation du pouvoir
antioxydant in vitro par |es méthodes colorimétriques (DPPH, FRAP) a montré que les extraits
polyphénoliques de cette plante sont dotés d’un pouvoir antioxydant élevé. L’effet
antimicrobien et antifongique de la plante varie selon la nature de la souche et de I’extrait teste.
La poudre de Carthamus caeruleus présente également un fort potentiel cicatrisant
comparativement aux produits de référence comme le Madécassol. Des activités anti-
inflammatoires ont été également rapportées pour les extraits de Carthamus caeruleus L. De
cefait, cesextraits pourraient étre utilisés comme composés aternatifs danslaprévention contre
I’inflammation, I’oxydation, les bactéries, champignons pathogénes et les bruleurs. L’objectif
de cette étude vise aval oriser laplante Carthamus caer uleus. Différentes méthodes d’extraction
des composés naturels de Carthamus Caeruleus ont été effectuées.

Mots clés: Carthamus caeruleus, extraction, anti-inflammation, antioxydant, antimicrobien,
antifongique.

Abstract

Many plants are known for their use in traditional medicine in the treatment of several
pathologies. Plants are still today at the heart of the human pharmacopoeia, through the use of
therapeutic molecules of plant origin. Research work on Carthamus caeruleus reveds the
richness and molecular diversity of therootsand leaves of Carthamus caeruleus. The evaluation
of the antioxidant power in vitro by colorimetric methods (DPPH, FRAP) has shown that the
polyphenolic extracts of this plant are endowed with a high antioxidant power. The
antimicrobia and antifungal effect of the plant varies according to the nature of the strain and
the extract tested. Carthamus caeruleus powder also has a strong healing potential compared to
reference products such as Madecassol. Anti-inflammatory activities have also been reported
for extracts of Carthamus caeruleus L. Therefore, these extracts could be used as aternative
compounds in the prevention of inflammation, oxidation, bacteria, pathogenic fungi and
burners. The objective of this study is to enhance the value of the Carthamus caeruleus plant.
Different methods of extraction of natural compounds from Carthamus caeruleus were
performed.

Keywords: Carthamus caeruleus, extraction, anti-inflammation, antioxidant, antimicrobial,
antifungal.
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