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Introduction

Les molécules bioactives issues des plantes, en raison de leurs multiples activites
biologiques, éveillent actuellement un intérét particulier dans les domaines sanitaire,

agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

Le regain d’intérét en thérapeutique pour ces biomolécules est motivé par le fait
qu’elles présentent des effets secondaires limités ou inexistants comparativement aux
molécules synthétiques qui en plus de causer de nombreux effets secondaires indésirables
présentent des limites thérapeutiques, ce qui a détourner 1’attention des scientifiques vers une
méthode plus classique qui est 1’utilisation des plantes médicinales, en raison de leurs vertus
thérapeutique attribuées aux métabolites secondaires comme les poly phénols, les terpénes et
les flavonoides, ces derniers constitue un systéme de défense contre un stress chez la plante, la
protégeant ainsi contre les différentes agressions biotiques et abiotiques. Ces molécules sont
aussi utilisées dans I’industrie cosmétique, agroalimentaire, pharmaceutique, neutraceutique
grace a leurs nombreuses propriétés biologiques, comme leurs effets anti oxydant, anti

inflammatoire, anti microbien et anti tumoral.

Parmi les différentes pathologies rencontrées, les maladies inflammatoires
caractérisées par une réponse immunitaire complexe des tissus vasculaires a I’invasion par un
agent infectieux, physique, chimique ou traumatique. C’est ainsi que les anti-inflammatoire
ont été utilisés, malgré leurs impact sanitaire important ajouté a cela leurs effets secondaires
qui peuvent se manifester sous formes de lésions gastriques induite par (AINS) et une
dépendance induite par (AIS) (SULEYMAN et al., 2007), ainsi le développement de

molécules bioactive puissant et naturels avec moins d’effets secondaires est nécessaire.

Par ailleurs, les infections bactériennes causé par 1’utilisation anarchique, inadéquate
et abusive des antibiotiques qui devient un probleme de santé public a cause de 1’émergence
de nouvelles souches multi résistantes, pour cela il est important de trouver un agent

antimicrobien naturel.

La diversité des especes végétales est une caractéristique de 1’Algérie, qui pour sa
grande superficie et la variation du climat offre une gigantesque variété de plantes
médicinales. Parmi celle-ci I’espéce Carthamus caeruleus L. plus connue sous le nom de
cardoncelle bleue est une espéce peu commune qu’on peut retrouver en méditerranée plus

précisément dans certaines région de KABYLIE.
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Les racines de cette espece sont récoltées dans la région de TIZI OUZOU et utilisés

traditionnellement pour traiter les brulures sous forme de pommade.

Afin de déterminer les propriétés biologiques de carthamus, nous avons réalisés une
étude au sein du laboratoire LABAB, cette étude est basée sur l’analyse qualitative et
quantitative de la racine de Carthamus caeruleus L. Tout en évaluant son activité anti-

inflammatoire et antibactérienne.
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1. présentation du genre carthamus

Le genre carthamus regroupent plusieurs espéces (environ 25 especes) formant ainsi la
famille des astéracees. Ce sont des plantes méditerranéennes assez proche des chardons, elles
sont soit annuelles ou pérennes, elles sont connues pour étre tres épineuses.
(DAHMANI.M.M, 2019).

2. Description botanique de Carthamus caeruleus L.

Carthamus caeruleus L. plus communément appelé cardoncelle bleue est caractérisé par
la présence de fleur bleu, est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle a tige unique ou a

tige trés montante Les branches clairsemées vont de 0,2 m & 0,6 m, glabres, dressées et velues.

La plante a un rhizome compose

La racine principale de I'évolution horizontale et la racine secondaire de I'évolution
Verticale,

La tige mesure environ 30 a 60 cm de long, est non ramifiée et sans ailes.

Les feuilles sont glabres ou pubescentes, a fortes nervures, a contour ovale ou lancéolé. La

particularité de cette plante est que les feuilles inférieures ont des pétioles et des dents,

Et les feuilles supérieures, sessiles, avec des épines pédonculées ou dentaires. Elle possede
Grand capitule bleu-violet (3 cm de large, 3-4 cm de long),

Les fleurs sont bleues, mais il en existe plusieurs variétés

Donnant des fleurs violettes. Le carthame est visité par de nombreux insectes. Le fruit est un
akéne nettement plus court que les panicules, presque sphérique ou Quadrilatére flou, glabre
et blanc. (BLAMEY ET GRAY-WILSON, 2000).
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B: tige C: racine

D: fleur E: feuille

Figure 01: différentes parties de la plante Carthamus cearuleus L. (image personnelles).
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3. Nomenclature

Plusieurs noms sont attribués & Carthamus cearuleus L. selon différentes régions et

langues.

Tableaux | : différents nomenclature de Carthamus caeruleus L.

Langues Noms

Arab Khorchof azraq

Arab algerie Musgousse, emargosgos

Berbere Arvive n taga, immerzezig, thaga n lexla
Francais Cardoncelle bleue

Anglais Blue thistle

4. Classification phylogénique
Les astéracées sont la famille la plus importante dans la division des spermatophytes.
Il comprend prés de 25 000 espéces connues, réparties en 1 500 genres et 17 tribus
Il est largement répandu dans le monde (GUIGNARD, 1994). Selon APGIII (GROUP, 2009).
La classification du carthame est la suivante:

Reégne : Plantae ;
Embranchement : Spermaphytes ;
Classe : Magnoliopsida ;

Ordre : Asterales ;

Famille : Asteraceae ;

Sous famille : Carduoideae ;
Groupe : Cardueae ;

Sous-groupe : Centaureinae ;
Genre : Carthamus ;

Espece: caeruleus
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5. Habitat et distribution

Carthamus caeruleus L. est décrite comme épineuse, elle pousse dans I'numus et les sols
Iégers, les lieux non cultives, les prés et sur le bord des chemins. Les champs et les jardins
bien enfumés. Cette plante supporte tous types de sols, en particulier ceux qui contiennent de
la matiere organique fraiche. (BOULLARD, 2001)

Elle existe en Europe, en Afrique du Nord, en Afrique du Sud, en Asie et en Amérique
du Nord et du Sud.

En ALGERIE, cette espece se trouve a BOUIRA, TIZI OUZOU, TLEMCEN, SETIF et
BOUMERDES, (MIOLANE, 2004).

6. Composition phytochimiques des racines de la plante

Le rhizome de carthames est tres riche en polyphénols, amidon, saponine, stérol, acide
gras polyinsaturé, mucilage, (HAMADI ET al., 2014).

A-Les polyphénols

Les polyphénols sont des substances naturelles qui se trouvent dans le régne végétal.
Les scientifiques ont identifiés plus de 12000 composés, allant des molécules simples aux
composes tres complexes. Leur accumulation dans les plantes varie quantitativement et
qualitativement non seulement dans les différentes parties de la plante, mais aussi d'une

espece végétale a une autre. (SAFFDINE Karima, 2015)
B-Amidon

L'amidon est le principal polysaccharide de réserve des plantes supérieures. Il est bio
syntheétisé sous forme de graines, sa taille, sa forme et sa structure cristalline dépendent de ses

origines végétales.

98-99% de I'amidon est essentiellement un homopolymere de D-glucose. La partie glucidique
est un mélange de deux polymeres avec des structures primaires trés différentes : I'amylose
une molécule essentiellement linéaire, et I'amylopectine, une molécule ramifiée.
(MBOUGUENG Pierre Desiré, 2009).
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C-Mucilage

Ce sont des macromolécules biologiques solubles dans I'eau, elles sont responsables
de la viscosité des solutions et dans certains cas, on peut le trouver comme un gel a faible
concentration. Chimiquement est de  nature polysaccharides, ils sont utilisés pour

I’épaississements des solutions et stabilisation des suspensions en évitant la cristallisation.

Ces substances ont principalement un effet calmant sur les tissus irrités. (Clément SAIDOU,
2012)

D-Acide gras

IIs sont composés d’une chaine hydrocarbonée qui possédent deux extrémiteés, une avec
un groupement méthyle CHs, et I’autre avec un groupement carboxyle COOH, ce sont des
constituants élémentaires des lipides, ils se définissent par le nombre de Carbones, degré

d’instauration et la position des doubles liaisons.

On distingue trois types d’acide gras selon le nombre d’instauration (n) et/ ou la présence ou

non d’instauration :

Les acides gras saturés : n= 0 ; exp : I’acide palmitique, acide stéarique... ;
Les acides gras insaturés : 1<n <2 ;exp : acide oléique, acide linoléique... ;
Les acides gras polyinsaturés : n >2 ; exp : acide linolénique...

Roles des acides gras

Ils assurent plusieurs fonctions biologiques, = comme précurseurs d’hormones
stéroidiennes (testostérone), c’est un élément de base de la membrane cellulaire (structure), et
de réserve (masse grasse), c’est un isolant thermique, mais joue aussi un réle esthetique

puisqu’ils arrondissent les contours de notre corps. (MEGALI P, 2008).
E- Saponine

Le nom saponine vient du latin "sapo”, qui signifie savon, car ces composés moussent en
ajoutant de I'eau. lls sont constitués d'un ou plusieurs aglycones non polaires liés avec

plusieurs sortes de sucres.
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La saponine est un glycoside de stéroide ou de tri-terpénique. On distingue
essentiellement les saponines stéroidiques et les saponines tri-terpéniques, son role n’est pas

bien d’écrit, mais elle sert généralement comme détergent.

Elles présentent des propriétés hémolytiques, antibactériennes, insecticides,
molluscicides, anti-inflammatoires et analgésiques, (DONATIEN KONE, 2009).

7. Usage en médecine traditionnelle

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

8. Activités biologique de Carthamus caeruleus L.

Comme toute plante médicinale Carthamus caeruleus L. possede de nombreux

composeés bioactifs responsables de nombreuses activités thérapeutiques.
a. Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de Dactivité anti-inflammatoire chez la Cardoncelle bleue a montré un

excellent effet par rapport a un lot témoins.

L’extrait des racines de Carthamus caeruleus L, provoque une inhibition d’un cedéme
consécutif de D’infiltration des cellules inflammatoires et d’une sécrétion importante de

médiateurs inflammatoires, cela est expliqué par sa richesse en flavonoides.

Les flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires qui leur permettent de
moduler le fonctionnement du systeme immunitaire. Ils sont capables de diminuer la

libération d’histamine des basophiles et des mastocytes, donc 1’intensité de la reaction

inflammatoire sera réduite, (DAHMANI.M.M, 2019).
b. Activité cicatrisante

Le genre Carthamus est connu par sa richesse en stérols végétaux et en composants
phénoliques. Le test d’évaluation de ’activité cicatrisante a permis de mettre en évidence le

potentiel cicatrisant de la creme des racines de Carthames caeruleus L. sur le modele animal



Chapitre | Présentation de Carthamus caeruleus L.

apres induction des plais, ensuite I’interprétation des observations est basée sur la
comparaison de I’évolution de la surface des plaies entre les modéles traités par la creme de

carthamus et les témoins négatifs (sans traitement de la creme) (DAHMANI.M.M, 2019).
c. Activité repousse des poils

L’étude de I’activité promotrice de la croissance des cheveux est réalisée sur un model
animal, apres avoir rasé par écrétage pour observer le développement du follicule pileux en
phase anagene (phase de croissance des poiles), des résultats spectaculaires ont été obtenues
qui démontrent 1’induction de la phase anagene des poils traité par la creme de cathamus

comparé au témoin (sans application de la creme), (DAHMANI.M.M, 2019).

Le screening phytochimique des racines de Carthamus caeruleus L. a montré une
richesse remarquable de cette plante médicinale en flavonoides. Un certain nombre de
chercheurs ont montrés un effet des flavonoides sur la croissance des cheveux, en renforcant
la paroi du capillaire des petits vaisseaux sanguins alimentant les follicules pileux (MADAAN
et al., 2017), Ainsi, les flavonoides sont impliqués dans la stimulation de la phase télogéne
(phase de repos) en anagene et provoquent aussi ’expression de certains facteurs de

croissance.
d. Activité anti-oxydante

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer I'activité antioxydante in vitro.
Certains d'entre eux s'appuient sur la capacité réductrice des composés comme indicateur
important de leur potentiel antioxydant, d'autres reposent sur des mesures moléculaires pour
piéger les composes de radicaux libres (JAVANMARDI et al., 2003). Les trois méthodes les
plus couramment utilisées sont : la méthode d'élimination des radicaux libres DPPH, la
méthode de réduction du fer FRAP et la méthode de piégeage du peroxyde d'hydrogene
(H202).

L’analyse de I’activité antioxydante in vitro a montrée un pouvoir réducteur et une
activité anti-radicalaire important de [’extrait polyphénoliques. Un fort pouvoir anti-
radicalaire est noté chez I’extrait poly-phénolique, qui est relativement similaire a celui du
produit standard (I’acide ascorbique). (DAHMANI.M.M, 2019).
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e. Activité antimicrobienne

L’évaluation du potentiel antimicrobien de 1’extrait polyphénolique est réalisée sur
plusieurs microorganismes. La sensibilité des germes vis-a-vis des métabolites secondaires
est exprimée par 1’apparition des zones d’inhibitions déterminées par la méthode de diffusion

sur le milieu gélosé,

Des études ont montrées que 1’extrait éthanolique de Carthamus caeruleus L. Inhibe
la croissance des bactéries et champignons, ex: Bacillus cereus, Escherichia coli,
Staphylococcus  pneumoniae, Staphylococcus —aureus, et Aspergillus  niger,
(DAHMANI.M.M, 2019).

Ces resultats sont en accord avec ceux de (SAFFIDINE et al., 2013). L’existence d’un
potentiel anti infectieux important en particulier vis-a-vis des souches bactériennes
responsables d’infections cutanées. Ce qui justifie ['utilisation de ces plantes en médecine

traditionnelles en application dermique.
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Composes phénoliques et activité biologique
1. Généralité sur les polyphénoles

Les poly phénols sont un grand groupe de composeés chimiques présents dans toutes les
plantes. La répartition peut varier selon le tissu ou l'organe considéré ; leur contenu Peut
également varier selon la saison ou I'état de Différenciation cellulaire (SWAIN et BA TE-
SMITH, 1962 et 1965).

Ce sont principalement des métabolites secondaires, largement répandus dans le régne
végétal. Ces composés sont présents dans toutes les parties de la plante, Mais il existe une
répartition hétérogene entre les différentes organisations (WAKSMUNDZKA-HAJNOS et
SHERMA, 2010).

Les composes phénoliques forment une grande famille avec un trés vaste ensemble
de composés chimique qu’il est difficile a caractérisé, leurs point en commun au niveau
structural est la présence d’au moins un noyau benzénique au quel est rattaché au moins un

groupement hydroxyle libre ou participe a une autre fonction : hétérosides, éther et ester.

La famille des poly phénols est tres diversifiées, cela dépendra de la structure
puisqu’on peut trouver des phénols simple comme I’acide phénolique mais aussi des phénols

complexes, ces deux catégories sont définies a partir de leur structure.
2. Classification des polyphénols

2.1. Les flavonoides

Les flavonoides forment un groupe de substance trés variables aux niveaux structural,
ils sont généralement present dans les fruits, les legumes, les céréales, les tiges, les feuilles

etc.

Ils sont connu pour leurs bienfaits sur la santé, et sont considérés comme des
composés indispensables dans divers domaines (médical, cosmétiques, pharmaceutiques ...)

et cela grace a leurs propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoire, anti-cancérigenes.

Les flavonoides jouent un réle important dans les activités biologiques, chez la plante

ils sont connu pour étre synthétisé dans divers sites et sont donc responsables de la couleur et
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de I’arome des fleurs, ainsi ils protégent la plante des différents stress biotiques ou abiotiques

comme les UV.

Les composés flavonoides appartiennent a une catégories de composés phénolique a
bas poids moléculaire, ils sont regroupés en plusieurs sous groupes qui comprennent les

flavones, les flavonols , les chalcones, les isoflavones, les flavanones, les anthocyanins.

Tableau I1 : principales classe des flavonoides.

Structure Classe

Structure de base des flavonoides :
Composé de trois cycles A, B et C. Les deux
cycles A et B sont des cycles aromatiques

reliés par 3 carbones (cycle C)

Les flavones:

Ils sont caractérisés par la liaison du C2-C3
dans le squelette des flavonones (AKROUM,
2011). lls ont une proximité structurale tres
imporatante avec les flavonols, mais ils sont
peu courant (CROZIER, 2007)

Flavone

Les flavonols:

IIs representent la classe la plus répondue
(D’ARCHIVIO, 2007).

Le positionnement d’un groupement

hydroxyle au niveau du C3 (cycle ¢) de la

structure précédente nous donne le flavonol

Flavonol
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3 Les flavanones:
2 4
= - IIs subissent de nombreux changement au
niveau structural comme 1’hydroxylation,
glycosylation et I’O-méthylation. 1l est
identifié grace a un groupement carbonyle en
Flavanone

position 4 du flavane (AKROUM, 2011)

Les chalcones :

ils sont caractérisés principalement par la
présence d’un noyau pyranique central

ouvert comparativement aux autres

flavonoides
(LEOPOLDINI et al ; 2011)

Chalcone

Les anthocyanins :

ce sont des pigments naturelles donnants la
couleur rouge ou bleue a certains végétaux
(MAZZA et al ; 2004), ils sont aussi
responsable de la protection des plante contre
la lumicre mais aussi dans 1’attraction de
insectes pollinisateurs. ils sont aussi
caractérisé par la présence d’un atome
anthocyanin d’oxygéne chargé au niveau du cycle central
C (LEOPOLDINIet al ; 2011)

2.2. Les acides phénoliques

Ce sont les formes les plus simples, sont caractérisés par une fonction acide et
plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature, on distingue deux

sous-types de poly-phénols :

e Les acides hydroxy-benzoiques

e Les acides hydroxy-cinnamiques
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a. Les acides hydroxy-benzoiques

Ce sont les dérivés de 1’acide benzoiques, dont la structure de base (C6-C1), sont trés
communs, ils peuvent se retrouvés sous forme libre que combinés, a I’état d’esters ou
d’hétérosides, ces composés sont abondants dans les fruits et légumes, a titre d’exemple :
I’acide gallique qui est un ¢élément principal de la structure des tannins hydrolysables, acide

vanillique, acide cinnamique, I’acide salicylique. (MACHEIX et al., 2005) .

RT=R2=R3=Ré =H acide benzoique (non phenolique)
R1=R2=Ré=H,R3= OH: acide p-hydroxybenzoique
RT=Rd4=H,R2=R3=OH: acide prolocatechique
RT=R4=H,R2=0CHS3, R3 = OH: acide vanilique

R4 RT=H R2=R3=Rd=OH: acide gallique

R3 COOH

Figure 02 : structures des dérivés de 1’acide benzoique
b.les acides hydroxy- cinnamiques

IIs représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-C3), dérivé de
celle de I’acide cinnamique, ils se trouvent souvent dans les feuilles de thé, graines de café,
vin rouge, ils se trouvent a 1’état d’ester ou combinés a des sucres (HOSSEINI et al., 2016),

dont les plus abondants sont: 1’acide p-coumarique, 1’acide caféique et 1’acide férulique .
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Tableau I11: Principaux acides hydroxy-cinnamiques

Structure RI R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinamique
R A\ FOOH H OH H Acide p conmarique
N VY
N OH OH H Acide cafeique
v R OCH3 OH H Acide ferulique
OCH3 OH OCH3 Acide siapique

2.3.les stilbénes

Les stilbeénes font partie d’un groupe trés vaste de polyohénols, celui des dérives de
I’acide cinnamique (phénylpropanoides) (LERAY, 2010). Le stilbéne est un composé
phénolique contenant au moins deux cycles aromatiques reliés par une double liaison. Le
resvératrol et le ptérostilbéne font partie de la famille des stilbenes, ce sont des composés
synthétisés par les plantes suit a un stress, notamment attaque bactérienne, virales, et
fongiques. Ces molécules peuvent s’oxydés sous I’action d’enzymes oxydase et les
peroxydases (PERRET, 2001).

o ocH,
=g = .. e il S
MO HO

Resveratunwol(Res) Pterostilbene (Pter)

ocTH, o

e © = @ ocs, Hoon

O
Trimethoxy-Resveratrol Piceatannol (Pic
(SM-Res) ¢ )

Figure 03 : structure de différents composés de stilbénes
2.4.Les lignines

Les lignines résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques. Quatre groupes
peuvent étre considerés : les lignines, les néolignines, les oligomeres, et les norlignines, ces

composés de haut poids moléculaire formes par condensation de deux sous-unités C6-C3,
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avec la cellulose et les dérivés hemicellulosiques, qui forment le bois (MARTONE et al.,
2009). Le rdle des lignines dans 1’évolution des végétaux est la formation d’une barriére
mécanique, la rigidité et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi. Les lignines
participent a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est

une réponse courante a I’infection ou la blessure (MURRY et al., 1982).

H

HO_Mmeo, 7" o
HO.
o
OH o
HO
OH
O MeO O o
© HO
o OH Q OH A
O\Q}O o
MeO OH
OH OH
OMe  MeO
> =
o OH

p-coumaryl coniferyl
alcohol alcohol

Figure04 : structure générale de la lignine (STEPHAN KALIN, 2019).

OH
|
OH
sinapy
alcohol

2.5.Les tanins

Les tanins sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles. Ces composés
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 (HARBORNE et al., 2009). En outre, les
tanins s’associent a d’autres polymeéres organiques tels que les glucides, les acides nucléiques,

les stéroides et les alcaloides, pour former avec eux des complexes stables (HASLAM, 1998).

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins
condensés, qui different par leurs structures chimiques et leurs origines biogénétique
(SCHOFIELD et al., 2001) .

a. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polymeres d'acide gallique (C6-C1), lorsque ce
composé se lies & un carbohydrate on parle de gallotannins, et lorsqu’il se lies a un ester en
position C3 on parle de galloyles, ce dernier ainsi formé appelé ellagitannins a haut poids
moléculaire. Ces deux composés sont dit hydrolysables car ils peuvent étre attaqués et

dépolymérisés par une action enzymatique ou chimique. Ces tanins sont structurellement
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différents des tanins condensés, bien que les deux soient des polymeéres de haut poids

moléculaire.

OH
HO O H

Figure 05 : structure des tanins hydrolysables (glucose pentagalloyle), (YIKRAZUUL, 2010).
b. tanins condensés

Appelés aussi tanins catéchéques ou proanthocyandines, ce sont des polymeres de
flavonoides, ils sont constitués d'unités de flavan-3-ols liés entre eux par des liaisons
carbone-carbone de type 4—8 ou 4—6, ils ne possedent pas de sucre dans leur structures, et
lorsqu’ils s’hydrolysent ils ne donnent pas de composés simples comme le glucose ou les
acides phénoliques simples, comme dans le cas des tanins hydrolysables mais plutdt des
anthocyanidines (ANDERSEN et MARKHAM, 2006).

1 | =
Se el
L 1
l — =T

Figure 06 : structure de tanins condenses

3. La biosynthese des poly phénols
3.1.voie shikimate
Le terme shikimate provient de la plante japonaise shikimi-no-ki ou bien plus
communément appelé I’anis étoilé, d’ou elle a était isolé pour la premiére fois. Cette voie est

connue pour étre utilisé par les bacteries, les champignons et les plantes.
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Les métabolites secondaire (pp) sont issue des acides aminés aromatique qui sont
synthétisé via cette voie, de nombreuses hypothéses montrerais que chez les plantes
supérieure, cette voie de synthese se déroulerait au niveau des chloroplastes et que la majorité

des protéines intervenants sont issue du stroma (RICHTER, 1993).

Glucide |
)

A 4 A 4

[ Erythrose-4-phosphate } [ Phosphoénol pyruvate }

v l v

Acide gallique Shikimate ou acide Acide quinique
shikimique

[ chorismate

“ ! N

Phénylalanine Tyrosine Tryptophane

Figure 07 : schéma représentatif de la synthése des polyphénols par voie shikimate.
(MARGHEM, 2009).

3.2.La voie acétate-malonate

Cette voie est connue pour étre utilisée chez les microorganismes, elle est a 1’ origine
d’un large éventail de composés aromatiques, ils sont aussi formés par condensation d’unités

d’acétates.
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Ce mode de déroulement est celui qui prédomine chez les plantes non vertes (comme la
synthese de I’acide pénicillique par les penicilliums), et il consiste en la cyclisation des
chaines poly cétonique, qui sont obtenues par la condensation des groupements acétates, et
elle ne se fait qu’aprés carboxylation de 1’acetylCoA (coenzyme A) en malonylCoA

(MARGHEM, 2009).
4. Roles et fonction biologiques des polyphénols

Les polyphénols attirent de plus en plus I’attention des chercheurs en raison de leurs
nombreuses propriétés et effets bénéfique non seulement chez la plante, mais aussi sur la

santé humaine gréce a leurs richesses en molécules bioactif.

4.1.chez les végétaux et I’étre humain

Les polyphénols dans les végétaux et avec environnement

v ~ l v

Aspect Interactions avec Critéres de Production Protection de
physiologique I’environnement qualités industrielle I’homme
de la plante l
-Lignification Interactions _Couleur Les industries Traitement des
'RégUIation de blolog|que et _Astringence agI‘O- maladies en
croissance physique -Amertume alimentaires : raison de leur
"ntet:f’lctt_'on (relation avec -La  qualité traitement pouvoir anti-
SyT 10tique a?:ec les  bactéries, nutritionnelle technologique, inflammatoire,
gfr ains parasites T PARK ot préparation  des anti-infection,
; . jus, des boissons i-
microorganismes. Ies_lnsectes, la CHA, 2003; Jus, des anti tl_JmoraI,
(OZKAYA et résistance aux SUBSAMANI ferme_n,tt(?es, . et anti-oxydant
. UV). AN 1 propriété  anti-
CELIK, 1999 ; ) et al, ot (TEISSEDRE
MALIK et (UCCELLA, 2007 oXxyaante et al., 2007)
BRADFORD, 2001) K
2006)

Figure 08 : roles biologique des polyphénols chez la plante et humain ainsi que leurs

interactions avec 1’environnement
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4.2.Les différents composés des polyphénols ainsi que leurs roles

Les nombreuses activités biologiques des molécules bioactives issues des végétaux
expliquent I’intérét particulier qu’elles suscitent dans de nombreux domaines qu’ils soient

sanitaires, agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.

Tableau IV : les différents composés de polyphénols ainsi que leurs activités biologiques.

Les polyphénols Rodles biologiques

Flavonols Les plus abondants des aliments, sont composés de la
Quercetine, ils ont une trés forte capacité anti-
oxydante en raison de leurs structures chimique, qui
aident a piéger les radicaux libres. (LIU et al., 2012).

Flavones Composés Apigenine : ont des activités
Les physiologiques remarquables, notamment des
flavonoides propriétés antimicrobiennes et antivirales.

(STAFFORD 1990).

Flavanones Potentiel anti-inflammatoire et antioxydant via la
molécule bioactive L'hespéridine (un glycoside de
flavanone) (SUSHWETA MAHALANOBISH,

2019).
Isoflavones
Plusieurs activités ont été demontées par (BOTTA B ;
et al.,2009 ), tel que I’activité antimicrobienne, anti-
inflammatoire, anti tumoral,
Flavanol
Composé de la Catéchine qui a un pouvoir
antioxydant et antibactérien
Anthocyane
Les caractéristiques importantes de ce composé est
sa capacité anti-oxydante, anti-fongique
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009)
Acide -Les acides -I’acide cinnamique, I’acide salicylique, I’acide
phénolique hydroxy- gallique et I’acide vanillique sont des bases de
benzoiques. médicaments connus.
- Les acides -I’acide p-coumarique, 1’acide caféique et I’acide
hydroxy- ferulique.
cinnamiques. Les dérivés phénoliques semblent toxiques pour tous

types de microbes (COWEN, 1999).
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Tanins -tanins
hydrolysables. Action antimicrobienne en raison de la capacité
-tanins condensés. | d’inactivé les adhésines (COWEN, 1999).
Stilbenes -Resveratrol. Présents en petite quantité, ont un réle anticancéreux
-ptérostilbene.
Lignines Assurent la rigidité de la plante

5. Activité biologique

5.1.Activité anti-inflammatoire

5.1.1. L’inflammation
L'inflammation est la réponse de l'organisme aux attaques provoqués par des éléments
physiques (chaleur, froid, rayons...) ou biologiques (microorganismes, piqures d’insectes...)
ou liées a des éléments endogeénes (tels que des composés produits par une réponse
immunitaire (complexe immuns, anticorps cytotoxique, cytokines...). Quelle que soit la
nature du déclencheur, la manifestation de la réponse inflammatoire est la méme, mais

l'intensité et la durée sont différentes.

5.1.2. Médiateur de I’inflammation
Lors d’une éventuel infection, I’entrée d’un corps étranger (un pathogéne) est
immeédiatement détecté par 1’organisme, et ceci garce aux récepteurs PPR présent sur les
cellules immunitaires qui reconnaissent les PAMP qui sont des molécules propres aux
pathogeénes, suite a cela la réaction immunitaire est activé et on aura la libération de molécules

appelés les médiateurs de I’inflammation.

Les médiateurs de I’inflammation sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau V : différents médiateurs de 1’inflammation et leur site d’action (MAYOL, 2021)

Médiateurs Cellules Cible Action
sources
Histamine - mastocyte et | Vaisseaux -augmente la permeabilité vasculaire
basophiles sanguin -agit au niveau du systeme nerveux
9 TNFa -macrophages, | cellules -active la production de facteur de
§ cellules endothéliales croissance.
g dendritiques, -stimule D’expression de molécules
mastocytes d’adhérence et la production de
chimiokines.
-active le systeme microbicide.

IL1 -leucocytes, Centre de | -provoque des effets locaux et des
cellules I’hypothalamu | symptdmes plus généraux (effets
endothéliales, | s systémiques)
fibroblastes. -induction de la fievre

IL6 -phagocytes -modification de I’endothélium
(macrophages, | phagocytes -favorise  le  recrutement  des
cellules monocytes
dendritiques) -production de protéines de la phase
-cellules aigue.
endothéliales

Chimiokines -Cellules Cellules -forment un gradient
sentinelles leucocytaire -dirigent la migration des

populations leucocytaires

Médiateurs lipidiques

Neutrophiles
macrophages

Induisent 1’augmentation de la

dilatation des vaisseaux et leur
perméabilité
-facilite Darrivé sur le site de

I’inflammation
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5.1.3. Les Différents types d’inflammation
11 existe principalement deux types d’inflammation :

a. Inflammation aigue

C’est une réponse rapide de I’organisme face a un pathogene, cette réaction dure peu de

temps (varie de quelques jours a quelques semaines).
b. Inflammation chronique

C’est une inflammation prolongés (lorsque I’inflammation aigue ne disparait pas
d’elle-méme), elle peut durer plusieurs semaines voir plusieurs années (IWALEWA et al,
2007 ; CHARLES et al, 2010). Et ceci soit parce que le pathogene ne peut pas étre eliminé
par le corps comme dans le cas des infections latentes, soit parce que le pathogénes persiste,

ou bien parce que le corps a développé une maladie auto-immune.

5.1.4. Les anti-inflammatoire

5.1.4.1.Definition
Un anti-inflammatoire ou antiphlogistique, il s’agit d’un groupe de médicaments destinés

a traiter une réaction inflammatoire, ils peuvent provoquer des effets secondaires avec parfois
des allergies, des intoxications (en cas de surdosage, ou interaction avec d’autre

médicaments).

On distingue deux types d’anti-inflammatoires: les corticoides (anti-inflammatoires
stéroidiens) et anti-inflammatoires non stéroidiens. (MCGETTIGAN ET HENRY, 2013).

5.1.4.2.Caractéristiques des anti-inflammatoires
Tous les anti-inflammatoires, y compris les non stéroidiens inhibent la synthese des

prostaglandines.

En plus de I’activité Al ils ont aussi des effets analgésiques, et antipyrétiques.
Présentent des fonctions acides et des caracteres acides.

Sur le plan effets secondaire les Al provoguent une lésion gastrique.

Ils inhibent les agrégations plaquettaires (fluidifient le sang), donc pas de formation des

caillots (thrombose), mais ils aggravent les hémorragies.
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5.1.4.3.Les anti-inflammatoire synthétique
A. Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS)

Ce sont des médicaments aux effets analgésiques, antipyrétiques, et anti-
inflammatoires, (MCGETTIGAN ET HENRY, 2013), appartient a la famille 1’acide
acétylsalicylique avec un mode d’action trés similaire ils agissent en bloquant I’action de la
cyclo-oxygénase (COX), (RICCIOTTI et al., 2018), c’est une enzyme qui intervient dans une
cascade de réactions aboutissant a la formation de prostaglandines impliquées dans
I'inflammation (rougeur, douleur, chaleur etc.), la fievre, I'agrégation des plaquettaire (a
faible dose seulement), et la protection de la muqueuse de l'estomac. La COX existe sous

deux types

Cyclo-oxygénase (COX)

| -

COX-1 COX-2
-Impliquée dans -Spécifique de
I’agrégation des I'inflammation et de
plaquettes. la fievre

-protection de er s
-Prolifération

I’estomac. :
cellulaire

-préservation de la

fonction rénale

Figure 09 : schéma récapitulant les deux enzymes principaux de la cyclo-oxygénase ainsi
que leurs roles

> Les effets secondaires des AINS

Les AINS présentent des complications, ce dernier dépend de la nature de I’AINS et souvent
de sa posologie ainsi que le terrain du malade et des médicaments associés (J.-M.
Bonnetblanc, 2008) :

e Effets indésirables digestifs.
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e Réactions cutané-muqueuses (exprimés comme allergie consistent en prurit, éruptions
diverses, stomatite, rhinite, bronchospasme, cedéme de Quincke ou choc
anaphylactique).

e Complications rénales : rétention hydro-sodee, insuffisance rénale aigué.

e Complications cardiovasculaires : favorise les accidents thrombotiques (infarctus du
myocarde, accident vasculaire cérébral).

e Complications gynéco-obstétricales : les AINS exercent une activité tocolytique et
exposent le feetus a une fermeture prématurée du canal artériel.

e Divers: les AINS provoquent parfois des troubles neurosensoriels (céphalées,
vertiges, acouphenes, etc.), des ulcérations du gréle ou une cesophagite. Les cytopénies
sanguines sont rares, de méme que les hépatites a expression clinique ; les érythemes

polymorphe, etc.

B. Les anti-inflammatoire stéroidiens
Les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides, est une famille de médicaments
dérivés synthétique des hormones naturels comme le cortisone et le cortisol, qui sont trés
efficaces et utilisés pour le traitement des maladies inflammatoires chroniques tel que

I’asthme, 1’arthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de 1’intestin et les maladies auto-

immune (CRUPI ET CUZZOCREA, 2018).

Les ANS ont un mécanisme d’action commun, (VINCENT RICHARD, 2021) ils agissent en
modulant I’expression génique d’un certains nombre de protéines impliquées dans la réaction
inflammatoire, ce qui induit la limitation symptomatologie de I’inflammation d’un certains
nombre d’organes, d’appareils, de tissus et aussi de siéges d’inflammations (os, articulations,

rein, peau, poumons ...), ce dernier est effectué par :
-Inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoire (IL-1, IL-6, IL-8, TNFalpha) :
— Diminution de I’afflux de macrophages et de granulocytes sur le site inflammation.
-Inhibition de I’expression des molécules d’adhésion :
— Diminution des migrations trans endothéliales des cellules phagocytaires.
-Inhibition de la phosphorylase A2 et COX2 :

— Inhibition de la  synthése d’¢icosanoiides  pro-inflammatoires

(prostaglandines, thromboxane, leucotrienes).
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-Inhibition de la NO synthase inductible :
— Diminution de la production d’espéces radiculaire. (Vincent Richard, 2021).

> Les effets secondaires des AIS

e Hypercorticismes iatrogénes : disfonctionnement du métabolisme glucidique et
lipidique induisent 1’obésité, hypokaliémie, intolérance en glucose, hyperlipidémie,
manifestation cutanée et des ostéonécroses épiphysites....etc.

e Complications digestives : responsables de dyspepsie et favorisent les perforations
intestinales.

e Risques infectieux : les corticoides favorisent des infections latentes aprés une
thérapeutique sous- jacente ou d’une surinfection causée par les germes opportunistes.

e Manifestations neuropsychiques : effet orexygene, insomnie, troubles psychiatriques.

e Complications oculaire : myopie.

e Complications particulieres aux infiltrations : effets généraux liés a la diffusion
systémique du médicament.

e Complication cardiovasculaire risque de mortalit¢ cardiovasculaire. (J.-M.
BONNETBLANC, 2008).

5.1.4.4.Les anti-inflammatoires naturels
Les plantes médicinales sont considérées comme une source de nouvelles molécules avec
plusieurs activités biologiques, notamment I’activité anti-inflammatoire (KAZEMI et al.,
2018).

Le premier niveau d’action anti-inflammatoire des polyphénols réside dans I’inhibition de la
PLA2. Le deuxiéme quant a lui réside dans I’inhibition des cycloxygénases (COX) et des
lipoxygénases (LOX) (HONG et al, 2001 ; CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

La famille des Astéracées contient un grand nombres d'especes médicinales possédant des
principes actifs divers (SULSEN et al., 2017). dans de nombreux cas, ’effet thérapeutique de
ces plantes médicinales a été correlé a la presence de métabolites secondaires de types

lactones sesquiterpéniques, caractéristiques de cette famille (LOBSTEIN et al., 2017).

Le genre Carthamus a révélé la présence de plusieurs composés bioactifs tels que le
carthamine, le carthamone, le caryohyllene, le décanal, le décane, P-le cymene, le

quinochalcone, le tinctormine de Carthamus tinctorius (LOU et al., 2017), les flavonoides, des
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glycosides et des sérotonines de Carthamus lanatus (STAGOS et al., 2018), Plusieurs auteurs
ont rapportées des activités pharmacologiques pour le genre Carthamus (LOU et al., 2017) .
En effet I’extrait de Carthamus tinctorius montre une forte inhibition des cyclooxygénases

COX-1 et COX-2 (WANG et al., 2014).

5.2.Activité antimicrobienne
Depuis le début de leurs vie, les étres humains sont exposé a dénombrables micro organismes
qui colonisent le corps, pour y résister il y a de nombreux moyens : soit la barriere
anatomique ou le mécanisme de résistance naturelle (défense immunitaire innée)
(KAUFMANN, 1997).

Pour y remédier, I’antibiothérapie a était préconisé, mais la prescription a grande échelle a
entrainé la sélection de souches multi résistantes ceci les a forcé a s’orienter vers la

découvertes de nouveaux moyens thérapeutique.

C’est a ce moment la que la phytothérapie a était prise en considération, cette méthode bien
connue de nos ancétres a revu le jour, elle consiste a I'utilisation des plantes a des suites

thérapeutiques.

Les extraits végétaux exercent une activité anti microbienne et ceci grace a la présence de
biomolécules tels que les poly phénols et plus précisément les flavonoides qui agissent sur la
membrane plasmique en causant des dommages structurels et fonctionnels, mais ce n’est pas
tout puisqu’ils causent I’inhibition des enzymes extracellulaire et la séquestration de substrat
nécessaire a la croissance microbienne etc. (MILANE, 2004 ; PIEBQOJI, 2007 ; ZHANG et al,
2009 ; LUIS et al, 2014).
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Le travail expérimental que nous avons réalisé a été effectué au sein du laboratoire de
recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologie (LABAB) de la faculté des Sciences
Biologiques et Agronomiques de [’universit¢ Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou
(UMMTO), durant la période comprise entre avril et juillet de I’année 2021.

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés aux effets anti-inflammatoires
et antibactériens des racines de Carthamus caeruleus L. Nous avons en premier lieu
déterminé la teneur en poly phénols totaux d’extraits des racines de cette plante, pour ensuite
en évaluer les effets biologiques. Le choix de cette plante a été motivé par son utilisation
fréquente en médecine traditionnelle, mais aussi par le fait que peu d’études ont été menées
sur I’activité anti-inflammatoire et antibactérienne de celle-ci. L’évaluation des propriétés
biologiques s’est d’abord portée sur I’effet protecteur de 1’extrait aqueux de cette plante vis-a-
vis des érythrocytes par I’hémolyse induit par la solution hypotonique, chaleur, et stress
oxydative. Puis, nous avons mis en évidence I’effet protecteur de carthamus vis-a-vis de la

dénaturation thermique de la BSA, a la fin on détermine 1’activité anti-bactrienne de 1’extrait.

Matériel végétal

'

Préparation la creme

Etude des activités
biologiques

¢ AN

Etude phytochimique

Dosage des poly Activité Activité anti-
phénols totaux antibactérienne inflammatoire
y \ A ————
, Dénaturation des Activité anti-
Méthode Ensemencement ‘ ’ :
N , protéines hémolytique
colorimétrique au sur gélose
Folin-Ciocalteu
l Test de protection de Innocuité de
Détermination de ’extrait vis-a-Vis ’extrait vis-a-
la CMI d’un stress vis de des
osmotiaue érvthrocvtaire

Figurel0: Schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux adoptés.

Test de protection
de I’extrait vis-a-
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1. Matériels biologiques
1.1. Matériel végétal
Le choix de la plante Carthamus caerulus L. est motivé par son usage traditionnel qui
consiste principalement a traiter les brulures. Les racines de carthamus ont été recoltées au
mois de mai 2021, dans la région de FREHA dans la wilaya de Tizi-Ouzou(Algérie). Le
choix de la zone d’échantillonnage est motivé par son éloignement de la route et de toute

exploitation agricole.
1.2. Les souches bactériennes

L’activité antibactérienne de carthamus est évaluée sur quatre souches bactériennes a
savoir : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
qui proviennent de la collection d’unité de microbiologie appliqué au laboratoire de recherche
en biochimie analytique et biotechnologies (LABAB) d’universit¢ mouloud Mammeri de

Tizi-Ouzou.

Tableau VI : les deux groupes des bactéries gram+et gram- utilisés, ainsi que leurs références

Micro-organismes Espéces Références
Bactéries bacilles a | -Escherichia coli ATCC 25922
gram-
-Pseudomonas ATCC 25852
aeruginosa
Bactéries cocci a | Staphylococcus ATCC43300
gram+ aureus
Bacillus cereus ATCC 10876

1.3.Prélévement sanguins

Dans cette étude, le sang utilisé provient de volontaires sains, non-fumeur, n’ayant pas
suivies de traitements médicaux. Les échantillons sont récupéres dans des tubes héparinés

puis conserver a 4C°
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2. Méthodes

2.1.Préparation de la creme traditionnelles (forme semi-solide)

Les racines de carthmus sont récoltées, lavées, épluchées, puis mixées pour obtenir un
mélange hétérogene (le liquide et les insolubles), ainsi ce dernier est essoré pour récupérer un

liquide épais mis au frais. Au bout de 7h, le liquide va étre réduit en pommade (forme semi-

solide)

Figure 11 : les différentes étapes de préparation de la creme traditionnelle (images
personnelles).

3. Détermination de la teneur en polyphénols

La teneur en phénols totaux d’extrait de Carthamus caeruleus L. a été déterminée par la
méthode de Folin—Ciocalteu, (LI et al., 2008), ce réactif est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et 1’acide phosphomolybdique (H3PM012040) de couleur
jaune, (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006). Le principe de la méthode est basé sur
I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau
complexe molybdene-tungsténe de couleur bleu qui absorbe a 760 nm, I’intensité de la

couleur est proportionnelle a la quantité des poly phénols totaux présents dans cet extrait.

On mélange 200ul de notre extrait ou d’acide gallique a une concentration de 1500pl/mg a
Iml du réactif Folin-Ciocalteu dilué au dixieme (1/10). Aprés 4min on ajoute 800ul de
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carbonate de sodium (Na,CO3) a fin de stabilisé la réaction. Enfin le mélange réactionnel est

mis a incuber a 1’abri de la lumiére pendant 45min.

Le complexe coloré est alors quantifié par la lecture de son absorbance (DO) a une longueur
d’onde de 760nm.

La quantification des poly phénols a été déterminée en fonction d’une courbe
d’étalonnage, réalisée par 1’acide gallique a différentes concentrations, dans les mémes
conditions que 1’échantillon (WONG et al., 2006), les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EGA/g).

La figure 12 récapitule les différentes étapes du protocole appliqué pour le dosage des poly

phénols
200ul d’extrait ou 1ml de Folin-
d’acide gallique a Ciocalteu dilué au
1500pg/ml 1/10 éme

800ul de Na2CO3
a 75ug/ml

Incubation 45min a T°
ambiante +obscurité

Lecture des DO a 760nm

Figurel2 : Schéma récapitulatif du protocole de dosage des poly phénols totaux.
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4. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Les érythrocytes constituent un modele cellulaire trés important pour I’étude de
I’activité anti-inflammatoire des extraits végétaux. Cette activité peut étre évaluée par
I’inhibition de I’hémolyse induite par une solution hypotonique, la chaleur, stress oxydatif
(SHINDE et al., 1999).

4.1. Test d’hémolyse

Les tests hémolytiques sont réalises a partir de globules rouges aussi appelé
érythrocytes. L’activité de stabilisation de la membrane est évaluée en hémolysant les

cellules érythrocytaires et ceci grace a une solution hypotonique, la chaleur et 1’oxydant.

L’exposition des cellules érythrocytaires a une concentration hypotonique élevée, a de
la chaleur et a un oxydant induit la rupture de la membrane des érythrocytes conduisant ainsi
a la libération de leurs contenue cellulaire (hémoglobine), on procede par la suite a la mesure
de I’absorbance pour déterminer I’intensité de I’hémolyse (MOUALEK et al., 2016).

4.1.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang utilise dans ce travail a était prélevé chez des volontaires sains au niveau de
I’universit¢ de MOULOUD MAMMERI mais aussi au pré de la famille, le sang récolté dans
des tubes héparinés est conservé au frais a 4°c au niveau du laboratoire, ensuite on procede
au lavage qui consiste en 1’élimination du surnagent (sérum) par centrifugation a 2000rpm
pendant 10min a 4°c pour au final récupérer le culot érythrocytaire. L opération est répétée 3

fois successivement grace a un tampon phosphate salin (PBS) (PH 7,5 ; 0.9% NaCl).

4.1.2. Test de ’innocuité de I’extrait vis-a-vis des cellules érythrocytaires

Avant d’étudier 1’activité protectrice de stabilisation membranaire de 1’extrait, nous
nous somme intéressé sur son innocuité vis-a vis des cellules érythrocytaire, pour cela le test
d’hémolyse a été réalisé pour une gamme de concentration de 1’extrait aqueux allant de 50 a
500ug/ml a été préparé dans un tampon phosphate (Ph7.4 ; 0.9% NaCl) a un hématocrite de
2%. Le mélange a été incubé pendant 10min a température ambiante, puis centrifugé a 300g a

4°C pour enfin lire I’absorbance du surnageant a 540nm.

On compare nous reésultats avec un témoin positif induisant une hémolyse total

comme la saponine, un hémolytique de référence, a une concentration de 1200ug/ml, a été
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utilisé pour déterminer le pourcentage de protection, les pourcentages d’hémolyse de chacune

des concentrations utilisées sont calculés suivant 1’équation ci- dessous.

Pourcentage de I’hémolyse (%)= [Dog-Doc/Doc+] X100

Dok : densité optique de I’échantillon
Doc- : densité du controle négatif

Doct : densité du contrdle positif.

4.1.3. Protection de érythrocytaire vis-a-vis de stresse hypotonique

Une fois que le sang collecté dans des tubes héparinés, les globules rouge sont séparés
du plasma par centrifugation a 300g pendant 10min a 4°C, le culot est lavé 3 fois avec un
tampon phosphate (pH 7.4, NaCl 0.9%).

80l des cellules érythrocytaires sont mélangées a 2ml de tampon phosphate (pH7.4) a des
concentrations variable en NaCl (0.1,0.3, 0.5, 0.7, 0.9%), et chaque concentration est
combinée a des concentrations variable de I’extrait (250, 500, 750, 1000, 1250, 1500ug/ml).

Le mélange est incubé 10 minutes a 37 °C sous agitation douce puis centrifugé a 300 g
pendant 10 minutes a 4°C. L’absorbance du surnageant est mesurée a 540 nm et le

pourcentage d’inhibition de ’hémolyse est calculé par 1’équation suivante :

Inhibition de I’hémolyse (%) = (DO1-D0O2/DO1) x100

La figure récapitule les différentes étapes du protocole appliqué pour I’hémolyse induit par
stress hypotonique on prend exemple la concentration de I’extrait 250pg/ml. Cette illustration

est valable pour toutes les autres concentrations

Concentration variable en tampon

Phosphate (pH7.4) (série de dilution)

0.1% 0.3% 0.5% 0.7% 0.9%
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2ml de tampon phosphate a pH 7.4 a différents
concentration combiné 250ug/ml d’extrait.

Plus 80ul des cellules érythrocytaire

0.1% 0.3% 0.5% 0.7% 0.9%

Y

Incubé pendant 10min a 37°C

Sous I'agitation

Centrifugé a 300g a 4°C

Lecture de I'absorbance a
540nm

Figure 13 : Schéma récapitulatif des étapes du test de protection vis-a-vis d’un stress
hypotonique
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4.1.4. Hémolyse induite par la chaleur

La détermination de I’activité protectrice de I’extrait vis-a-vis de I’hémolyse provoqué
par un stress thermique est réalisée in vitro par la méthode spectrophotometrique décrite par
(SAKAT et al, 2010).

2 ml de différentes concentrations d’extrait (500 a 1500ug/ml) dissoute dans un tampon

phosphate (pH 7,4 ; NaCl 0.9%) est mélangé avec 80ul de globule rouge (2%).

Le mélange réactionnel est incubé dans un bain-marie a 56°c pendant 30minutes.
Apres incubation les tubes sont directement refroidis a 1’eau du robinet, puis on centrifuge

pendant 10 minutes a 4°c puis 1’absorbance du surnagent est estimé a 560nm.

La détermination du pourcentage de protection s’est faite en utilisant 1’aspirine comme
anti-hémolytique de référence. L’évaluation de 1’activité anti-hémolytique de I’aspirine a été
effectuée dans les mémes conditions opératoires que celles utilisées pour 1’échantillon de
plante. En parallele, un test positif a été effectué en remplacant 1’eau physiologique par 1 ml

d’eau distillée provoquant ainsi une hémolyse totale (100% hémolyse).

Le pourcentage de protection contre I’hémolyse induite par la chaleur est calculé en utilisant

I’équation suivante :

[ Protection(%) : 100-(Do échantillon/Do contréle) X 100 1

La figure 14, récapitule les étapes suivies lors de la réalisation de ce test

80ul d’hématocrites a 2% +2ml d’extrait aqueux/ aspirine a
concentration (250 a 1500ug/ml)

Incubation a 56°c/30min

Centrifugation 10min a 4°c

Refroidissement et lecture des DO a 560nm

Figure 14 : schéma récapitulatif des étapes du test de protection vis-a-vis d’un stress
thermique.
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4.1.5. Hémolyse induite par un oxydant

0,01 ml d’HoCl solubilisé¢ dans 50ml de suspension meére, 2 ml de la solution a différentes
concentrations sont incubés pendant 7 minutes, on ajoute 80ul de sang dans chaque tubes puis
on réincube une autre fois pendant 15min. on met au bain-marie pendant 10min a 50°c, on

centrifuge la solution a 300g pendant 10min a 4°c. On récupere le culot et I’absorbance est

déterminé a 540nm

[ 0.01 ml d’"HOCL ] [ 50 ml de suspension mere ]

NS

2ml de la solution a différentes
concentration sont incubé pendant 7min

R

On ré incube pendant15 min

l

Bain marie pendant 10 min a 50°c J

|

On centrifuge a 300g pendant 10min a 4°c

!

L’absorbance est déterminé a 540 nm

Figure 15 : protocole récapitulatif du test de protection vis-a-vis d’un stress oxydant
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4.2. Inhibition de la dénaturation thermique de la BSA

L’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA est réalisée par la méthode de

(KARTHIK et al., 2013).

50ml d’extrait sont préparés, puis on entame la préparation des différentes
concentrations (500 al500 pg/ml) au quel on ajoute 2ml de BSA a 0.2% préalablement
préparée dans du PBS (PH 6,4 ; NaCl 0,9%) les tubes sont ensuite chauffé a 72°c pendant 5

minutes, une fois refroidis nous lisons ’absorbance de chaque tube a 660nm.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA est calculé en utilisant

I’équation suivante :

[ Protection (%) :100-(DO échantillon /DO contrdle) x 100 1

2ml d’extrait ou d’aspirine (500 a 2ml de solution de BSA a 0.2%(

1500ug/ml) dans du PBS)

\

l

Incubation a 72°c pendant 5 min

l

Lecture des DO a 660 nm

Figure 16 : protocole récapitulatif du test de la dénaturation thermique des protéines.
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5. Activité antibactérienne

La sensibilité des bactéries aux extraits est déterminée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé, elle nous permet aussi de déterminer I’activité inhibitrice de nos extraits sur la

croissance des bactéries.

La revivification des souches microbienne est réalisée pour revivifier les souches sur
milieu GN dans des tubes de conservation, celle-ci sont incubées a 1’étuve a 37°c pendant
24h.

Le repiquage sur milieu nutritif est effectué par la méthode des stries puis incubées a

37°c pendant 24h, cela permet d’obtenir une culture jeune et bien isolée.

L’inoculum est ensuite préparé a partir des colonies jeunes obtenue lors du repiquage dans de
I’eau physiologique 0.9%, celle-ci sont prélevées a 1’aide d’une anse puis homogénéisé, par la
suite I’absorbance est déterminé a une longueur d’onde de 620nm, elle doit varier entre 0.8 et

1 ( standardisation).

Les boites de pétries sont préparé et coulé de gélose MULLER-HINTON en surfusion,

I’épaisseur est d’environ 4mm pour permettre une diffusion réussi de I’extrait, pour a la fin

obtenir un antibiogramme réussi (DEHMANI M.M, 2018).
Détermination de la CMI

La détermination des concentrations minimal inhibitrices est réalisée sur milieu solide
(MH) (DZOMBA et MCHANYEREYT, 2012) pour les souches sensible a I’extrait.

L’inoculum bactérien est réalisé dans 1I’eau physiologique stérile avec une densité
optique entre 0.08 et 0.10 a 620 nm ; une série de dilution de I’extrait est réalisée dans de

I’eau distillée stérile.

Une série de disque imbibé par des concentrations décroissantes (15ug/disque) sont
disposé a la surface des boites de pétri préalablement ensemencées par 1’inoculum bactérien,
laissées environ 20 minutes sur la paillasse pour une pré diffusion de 1’extrait puis incubé a

37°c pendant 24 heures.

La concentration minimale inhibitrice correspond & la plus petite concentration d’extrait qui

inhibe la croissance de la culture bactérienne.
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Résultats et discussions

1. Détermination de la teneur en poly phénols

L’extrait brut obtenu par macération dans ’eau distillée a subi une analyse

quantitative par dosage spectrophotométrique de la teneur en poly phénols.

La quantification des poly phénols a été déterminée en fonction d’une courbe
d’étalonnage réalisée par I’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes
conditions que 1’échantillon (WONG et al., 2006), les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EGA/g). La courbe ci-

dessous montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations.

Y=0.006X-0,027
0,7 7

R?=0,990

0,6 A

0,5

0,4

0,3

0,2

Absorbance a 760nm

0 20 40 60 80 100 120

Concentration en acide gallique (ug/mil)

Figurel7 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La quantité des poly phénols totaux de I’extrait de 1’espece Carthamus.caeruleus L. est

calculée a partir de 1’équation de régression de la courbe d’étalonnage (y=0.006X-0.027,
R?=0.990).

L’extrait aqueux de la racine de I’espéce Carthamus caeruleus L. est caractérisé par une
teneur en poly phénols totaux 17+0.2 mg EAG/g d’extrait. Celle-ci est relativement inférieure
a celle rapportée par (SAFFDINE Karima, 2015) (27.17+1.64 mg EAG/g d’extrait de CC).
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Cette valeur faible qu’on a obtenue ne se traduit pas par une quantité faible en poly phénols ;

d’apres des études faites, 1’extraction importante en PPT dépend du temps d’extraction et le

type de solvant utilisé, ainsi une extraction hydro-méthanolique présente un taux de poly

phénols plus ¢élevé de 99.94+3.53mg EAG/g d’extrait de I’espece Carthamus caeruleus L. par

rapport a I’extrait hydro-éthanolique avec une valeur de 69.06+1.67mgEAG/g d’extrait de CC
(SAFFDINE Karima, 2015).

Le rendement de poly phénols dépend de plusieurs facteurs extrinséques et intrinséques

comme la méthode d’extraction et la région de récolte (LEE et al., 2002), la solubilité des

composés phénoliques en fonction de leur degré de polymérisation, de leurs interactions avec

les autres constituants et le type de solvant utilisé (FALLEH et al., 2008).

2. Innocuité de I’extrait vis-a-vis des cellules érythrocytaires
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Figurel8 : Représentation graphique de la densité optique du test d'hémolyse comparée a la

saponine.

Ces résultats indiquent que I’extrait de plante ne présente pas d'effet hémolytique

comparativement a la saponine. Ceci est démontré par les densités optiques enregistrées pour

les tubes ou les cellules érythrocytaires sont mises en contact avec l’extrait qui sont
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relativement inférieures a celles de la saponine et proche de celles du témoin négatif (sans

extrait).

Plusieurs études ont montrés que la capacité a lyser les érythrocytes est I'une des
caractéristiques les plus importantes de la saponine (SHARMA et al., 2012). Cette hémolyse
induite par la saponine est généralement attribuée a leurs propriétés amphiphiles due a la
présence de la fraction glucidique qui interagit avec la membrane érythrocytaire
(VOUTQUENNE et al., 2002).

Cependant, I'innocuité de I’extrait de carthamus vis-a-vis des cellules érythrocytaires est

liée a la nature des composés apolaires qui le constituent (TAKEBAYASHI et al., 2010).
3. Protection des érythrocytes vis-a-vis d’un stress osmotique

Les résultats de I’hémolyse in vitro réalisés sur les globules rouges humains par la
solution hypotonique de NaCl obtenus sont illustrées dans la figure 19 qui exprime le

pourcentage d’inhibition d’hémolyse en fonction de la concentration en extrait.
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Figure 19 : pourcentage de protection des hematies vis-a-vis de la lyse induite par un stress

hypotonique en présence des différentes concentrations en extrait.

On remarque que I’augmentation du pourcentage de protection est proportionnelle a

I’augmentation de la concertation en extrait.
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Le taux d’hémolyse des globules rouge dépend de la concentration d’NaCl, en effet pour
la concentration en extrait 250ug/ml (concentration relativement faible en extrait), I’activité
hémolytique la plus prononcée est observée dans le milieu a 0.1%,0.3% de NaCl ou les
valeurs de protection enregistrées sont respectivement de 11.88%+2.22, 18.1%+1.82 tandis
que dans les autres solutions, nous enregistrons pour 0.4% NaCl, une protection de
48.4%+0.9. Les taux d’hémolyse diminuent de fagon importante pour les autres
concentrations. Ainsi pour les concentrations de 0.5, 0.7 et 0.9%, nous obtenons des taux de
protections respectifs de 98.15+0.5, 98.33+0.46 €t98.56%:+0.48.

Une protection significativement plus importante est observée pour les concentrations
plus élevées. Le taux de protection de 62.36+4.86, 70.72+0.42, 88.3+2.12, 90.7+2.09,
98.77+£1.67, 99.11+3.0 pour la concentration 1250ug/ml qui exprime un effet maximal,

respectivement pour les concentrations en NaCl 0.1, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, 0.9%.

Ces résultats sont relativement plus important que ceux enregistrés par( MOUALEK et
al., 2016) sur I’extrait aqueux d ’Arbutus unedo, avec des pourcentages de protection qui sont
respectivement de 46.15, 79.53, 70.78, 71.95 et 76.46 % aux concentrations de 0.1, 0.3, 0.5,
0.7 et 0.9 % de NaCl, aussi des travaux déja faits sur d’autres genres de plantes Ainsi,
(RAHMAN et al., 2015) ont montré que les extraits de Oryza sativa présentaient une activité
anti-hémolytique avec un pourcentage de 63,77% a une concentration de 500pug/ml. Alors que
(LOUERRAD et al., 2016) ont trouve que les extraits de Hyloxylon scoparium présentent un
effet protecteur avec un pourcentage d’inhibition de lyse de 63,85% a une concentration de

5¢/1

L’effet anti-hémolytique des extraits de plantes peut tre attribué au fait que 1’extrait
équilibre la pression osmotique entre les deux milieux, ou se fixe sur 1’aquaporine qui
empéche I’eau d’entrer dans les hématies (LOUERRAD et al., 2016).

Des études ont démontrées que les poly phénols ont la capacité de stabiliser la
membrane des globules rouges contre la lyse osmotique. Cette activité est effectuer grace a la
répartition des composés phenoliques dans les membranes cellulaires et la restriction qui en
résulte sur la fluidité de la membrane pourrait géner strictement la diffusion des radicaux
libres et ainsi diminuer la cinétique des réactions radicalaires (SUWALSKY et al. 2007).
Nous avons remarqué que les substances de la famille des flavonoides sont responsables de

I’activité anti hémolytique et plus exactement la classe des flavonols (DAl et al., 2006).
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4. Protection des érythrocytes vis-a-vis de la chaleur

L’effet protecteur de I’extrait aqueux de Carthamus caeruleus L. vis a vis de la lyse

érythrocytaires induite par un stress thermique est illustrés dans la figure20.
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Figure20 : pourcentage de protection des cellules érythrocytaires vis-a-vis de la lyse induite

par un stress thermique en présence des différentes concentrations d’extrait et d’aspirine.

Ces valeurs nous indiquent clairement 1’effet protecteur de 1’extrait mais aussi qu’il est

dose dépendant

Les données récoltées pour des concentrations allant de 500pg/ml a 1500pg/ml nous montre
une bonne protection des cellules érythrocytaires avec une protection allant de 20.58% +0.37
4 99.17 % =+ 0.24, Une protection significative est observée a une concentration de 1250ug/ml

dont la valeur est de 99.38% +0.125, elle correspond a 1’effet protecteur maximal.

Ces valeurs sont nettement plus supérieurs a celle obtenue avec ’aspirine qui varient
entre 18.22% +0.84 a 96.75% +0.06 pour des concentration allant de 500pg/ml a 1500ug/ml,
Ces résultats sont aussi comparer a ceux obtenue par (MOUALEK et al., 2016) pour I’extrait
aqueux d’arbutus unedo (79.66% =+ 1.92%) qui sont relativement inferieur aux résultats

obtenus, ainsi I’extrait aqueux de Carthamus caeruleus L. est nettement plus efficace.

Les érythrocytes sont facilement altérables lorsqu’ils sont exposés a des températures
relativement élevés, ils sont amener a se déformer et a devenir sphérique, ce qui induit par la
suite une faible capacité a résister a I’hémolyse (GERSHFELD et MURAYAMA, 1988).
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La protection contre la lyse des érythrocytes induits par la chaleur s’explique par

I’interaction de I’extrait avec les protéines membranaires, évitant ainsi leurs dénaturations.

L’effet non hémolytique de D’extrait serait certainement causé par les enzymes

inhibitrices impliqué dans la production de médiateurs chimique (VIDHYA et al., 2016).

Des molécules comme les poly phénols se fixerait sur les protéines membranaire ce qui induit
un changement conformationnelle (CHAUDHURI et al., 2007).

5. Protection des érythrocytes vis-a-vis des d’un stress oxydatif

L’effet stabilisant de I’extrait aqueux de la plante étudié¢e face a la lyse érythrocytaire
induite par HOCI est illustré dans la figure 21. Ces résultats sont exprimés en pourcentage de

protection par rapport a la concentration en extrait végétal utilise.
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Figure 21 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis de la lyse induite par un stress

oxydatif en présence des différentes concentrations en extrait.

L’étude de I’effet protecteur de I’extrait de Carthamus caeruleus L. contre 1’hémolyse
oxydative induite par HOCI présente un effet dose dépendant, comme illustré dans la figure
21. Le pourcentage de protection maximal enregistré est de 1’ordre de 98.81 +0.44% a la

concentration de 800ug /ml d’extrait.

Ces résultats sont relativement importants que ceux enregistres par (MOUALEK et al.,
2016) sur I’extrait aqueux d 'Arbutus unedo, avec pourcentages de protection 73.90 + 2.08% a

la concentration de 1 mg /ml de la plante. Nous résultats sont en coincidence avec 1’étude
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effectué par (IRATNI et al., 2015) sur I’extrait aqueux de Pistacia lentiscus qui nous montre

une protection contre I’hémolyse de 92.53%, a une concentration en extrait de 1000ug/ml.

A travers la littérature, les érythrocytes et les lipides membranaires lorsqu’ils sont
soumis a un stress oxydatif considerable, ils perdent un atome d’hydrogéne d'une chaine
d’acide gras insaturé initiant ainsi la peroxydation lipidique qui se propage sous forme de
réaction en chaine. Par conseéquent, un systemes antioxydants enzymatiques comme la
catalase et la superoxyde dismutase, et non enzymatiques principalement le glutathion, I’a-
tocophérol et I’ascorbate interagissent pour lutter contre ces stress oxydatifs. Cependant, de
tels antioxydants endogénes ne sont pas tout a fait suffisants dans des conditions de stress
oxydatif extréme, d’ou la nécessité de s’appuyer sur des antioxydants exogenes
(NAQINEZHAD et al., 2012; MENDES et al., 2011 ; DAI et al., 2006 ; CHAUDHURI et al.,
2007). Dans ce contexte, les flavonoides s’avérent trés efficaces pour lutter contre les

dommages médiés par les radicaux libres.

CHAUDHURI et ses collaborateurs (2007) ont conclu que les flavonoides, a savoir la
fisétine, la quercétine, la chrysine, la morine et la 3- hydroxyflavon, interagissent avec les
composants lipidiques et protéiques des membranes des globules rouges. Ils ont trouvé que les
flavonoides provoquent une extinction appréciable de la fluorescence tryptophane des
protéines membranaires. Suggérant une proximité étroite des sites de liaison des flavonoides
dans la membrane fantdme aux résidus tryptophane des protéines membranaires ce dernier,
jouent un réle crucial dans la détermination de leurs propriétés anti oxydantes. En outre, les
flavonoides se sont avérés efficaces pour arréter particllement I’augmentation de la micro
viscosité des membranes fantdmes (résultant de la peroxydation), ce qui est important pour
maintenir le caractere déformable facile des érythrocytes. De plus, I’activité anti hémolytique
des flavonoides est liée a D’augmentation de I’intégrité membranaire des membranes

érythrocytaires incorporées de flavonoides (CHAUDHURI et al., 2007).

Enfin, les flavonoides peuvent étre incorporés dans la membrane érythrocytaire et
précisément a proximité des résidus tryptophane ou elle exerce son effet anti hémolytique qui
dépendant de son activité anti oxydante par le piégeage des radicaux libres et I’empéchement
de la propagation de la peroxydation en chaine, essentiellement des phospholipides tout en

maintenant 1’intégrité membranaire et en inhibant par la suite I’hémolyse de la cellule.
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6. Inhibition de la dénaturation thermique de la BSA

Le taux d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines détermine les
propriétés anti inflammatoire de Carthamus caeruleus L. ainsi le modéle utilisé est la
dénaturation de la BSA, cette étude nous détermine la capacité de notre extrait a réduire
voir inhiber la dénaturation. Les résultats obtenus sont illustré dans la figure 22, ils

expriment la fluctuation du pourcentage de protection vis-a-vis de la dénaturation.
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Figure 22 : pourcentage de protection de la dénaturation thermique de la BSA

La capacité d’inhibition de la dénaturation est relativement proportionnelle a la dose de
I’extrait (dose dépendante).
L’extrait montre un pourcentage allant de 30.17% + 1.148 a 100% =+Opour des
concentration variant de 50 a 1500 pg/ml comparativement a 1’aspirine qui montre une
protection moins importante qui est de 2.6% + 1.5 a 91.67% + 1.17 pour les mémes

concentrations.

Ces résultats sont aussi comparé a ceux obtenu par (MOUALEK et al., 2016) pour
I’inhibition de la dénaturation thermique par Arbutus unedo, qui montre un pourcentage
trés inferieure de 74.28% =+ 0.86, I’extrait de Carthamus caeruleus L. montre une meilleur

efficacité.
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3- activité antibactérienne

Détermination de la CMI

L’évaluation du pouvoir antibactérien de 1’extrait aqueux est demontré sur plusieurs
microorganismes, 1’apparition de zone d’inhibition est un signe de sensibilité des germes
face a I’extrait, dans le tableau suivant sont inclus les résultats obtenue en (mm) des

diamétres d’inhibition.

L’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de Carthamus caeruleus L. a
été évaluée a l’aide de la méthode de diffusion sur disque vis-a-vis de 4 souches
bactériennes : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852, Bacillus cereus ATCC 10876.

Tableau VII: diamétres d’inhibitions et concentrations minimales inhibitrices de

Carthamus caeruleus L.

Gram- Souches bactériennes Antibiotique Extrait CMI
Nitrofurantoin300ug Hg/ml
Escherichia coli ATCC 25922 18.5 0 -
Pseudomonas  aeruginosa ATCC 16.4 0 )
25852
Gram+ Bacillus cereus ATCC 10876 22.5 11.67+1.15 375
Staphylococcus aureus ATCC 43300 24.5 0 )

En vu des résultats obtenue, I’extrait aqueux de Carthamus caruleus L. A la
concentration de 1500ug/ml présente une activité vis-a-vis d’une seule souche
bacterienne : Bacillus cereus ATCC 10876

Les données confirment que 1’extrait posséde un effet plus important sur Bacillus
cereus avec un diamétre d’inhibition de : 1.167% 0.115, et avec une CMI de 375ug/ml.
L’absence de zone d’inhibition pour les autres souches montre leurs résistances vis-a-vis

de I’extrait aqueux.
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Peu d’études montreraient I’effet anti bactérien de I’extrait aqueux de Carthamus
caeruleus L., ce qui rend la comparaison des résultats difficile, néanmoins ils sont
comparer a ceux obtenu par (MOUALEK et al., 2016) (12.3 £ 0.5 pour B.cereus).

L’extrait aqueux montre aucune activité pour les autres souches bactérienne ce qui
peut étre expliqué par la faible concentration de poly phénols dans I’extrait aqueux,
puisque I’eau ne recueille pas une quantité importante de poly phénols contrairement aux
alcools (SAFFIDINE et al., 2013), il est aussi influence par la capacité de diffusion dans
le milieu gélosé. Les bactéries Gram négatif semble étre plus résistantes vis-a-vis de
I’extrait par rapport aux bactéries Gram positif en raison de la nature et de la complexité
de leur structure. En effet, les LPS, constituants essentiels de la membrane des Gram

négatif sont responsables de I’imperméabilité des macromolécules hydrophobes.

L’effet antibactérien serait du a la présence de tannins, mais aussi de poly phénols dans

I’extrait.
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Conclusion

Dans le but de rechercher de nouvelles substances bioactive a intérét thérapeutique, nous
nous sommes intéressés a valoriser les vertus de Carthamus caeruleus L. par une

caractérisation phytochimique et une évaluation des activités biologiques.

L’objectif assigné a cette étude est 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire et

antibactérienne de I’extrait aqueux de rhizome de Carthamus caeruleus L.

Dans un premier temps, un dosage des polyphénols totaux par la méthode
colorimétrique au réactif folin-ciocalteu a été effectué. Celui-ci a montré que 1’extrait aqueux
de CC contient une teneur modérée en PPT avec une valeur de 17 mg EAG/g d’extrait, cela
ne signifie pas une quantité faible en PP d’aprés les autres travaux réalisés sur CC, une teneur
importante en ces métabolites bioactif dépend de la méthode d’extraction et le types de

solvant.

Avant d’évaluer les activités biologique nous avons testé la cyto-toxicité de notre extrait
sur la base d’un model animale cellulaire érythrocytaire, la sensibilité érythrocytaire a été
relevée a différentes concentration en extrait, cette étude a montrée que 1’extrait de CC ne

provoque pas d’hémolyse, comparativement a la saponine.

L’¢évaluation de I’effet anti-inflammatoire via la stabilisation des membranes des
érythrocytes, et I’inhibition de dénaturation des protéines BSA ont montrés une excellente
activité, notant pour la protection des érythrocytes vis-a-vis d’un stress osmotique ou 1’extrait
a montré une efficacité de I’ordre de 88.3+£2.12% a 0.4% NaCl a une concentration en extrait
de 1250pg/ml, pour ce qui de la stabilisation des érythrocytes vis-a-vis d’un stress oxydant
(HOC), ainsi que de la chaleur, la protection obtenu avec I’extrait de CC sont respectivement
de 98.81+£0.44% a une concentration 800ug/ml d’extrait, et 99.38+0.125 a 1250pg/ml
d’extrait CC, et celle de dénaturation des protéines notre plante a marqué un excellent effet
contre la dénaturation de la BSA de I’ordre de 100% de protection a une concentration de

1500pg/ml.

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des rhizomes de Carthamus cearuleus.L
a été évaluée sur quatre souches bactériennes par la méthode de diffusion sur milieu gélosé.
Les résultats ont montré que 1’extrait n’a pas d’activité contre toutes les souches sauf bacillus

cereus
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Conclusion

L’ensemble de ces résultats justifient ’utilisation traditionnelle de Carthamus caeruleus
L. est démontrent son potentiel comme source de biomolécules aux multiples applications

thérapeutiques.

Notre travail met en relief de nouvelles voies d’investigations ainsi que de nombreux

perspectives comme :

e Purifications des extrait des racines de Carthamus caeruleus L. afin d’identifier les
molécules bioactive a I’origine des effets pharmacologiques.

e Une analyse par une chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse chromatographiques (LCMS).

e Effectuer des tests microbiens sur d’autres souches fongiques puisqu’on utilise cette
plante en usage traditionnel contre 1’eczéma.

e Développer un modele in silico d’une molécule bioactive des racines de Carthamus
caeruleus L.

e [’¢largissement de [D’éventail des activités et des tests utilisés comme

hypocholestérolémiant et hypoglycémiant
® | e passage aux tests in vivo.

® Effectuer des tests pour trouver des modes de conservation pour la creme.

e Faire des extractions avec d’autres solvants (éthanolique, méthanolique...) pour avoir

un meilleur rendement en molécules bioactive comme les polyphénols.
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Annexes

Solution de PBS
Préparée en mélangeant progressivement

e (.26 g de NaH,PO,
e 2.17 g de NagHPO4
e 8.17 gde NaCl dans 1litre de H2O, jusqu’a I’obtention d’un pH de 7.4.

Solutions a différentes concentrations de NaCl

e 0.9 % de NaCl (0.9 % g de NaCl dans 100 ml de PBS a pH 7.4) ;
e 0.7 % de NaCl (0.7 % g de NaCl dans 100 ml de PBS) ;

e 0.5% de NaCl (0.5 % g de NaCl dans 100 ml de PBS) ;

e 0.3 % de NaCl (0.3 g de NaCl dans 100 ml de PBS).

Solution d’aspirine

0.15 g d’aspirine dans 100 ml de PBS (& pH 7.4 et 0,9 % de NaCl).
Solution de BSA

0.15 g de BSA dans 100 ml de PBS (a pH 7.4 et 0,9 % de NaCl).
Solution de saponine

0.12 g De saponine dans 100 ml de PBS (a pH 7.4 et 0,9 % de NaCl).
Gélose Mueller-Hinton

e Hydrolysat acide de caséine........................ 17.50g
o Extraitdeviande...............cooiiiiiiiiiiiin, 2.00g

@ AMIdON.....oeiiiiiiiii i 1.50g
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Figure 23 : image représentant les érythrocytes non hémolyseé en présence de
I’extrait CC



FIGURE 24 : image représentant les érythrocytes hémolysés.

Annexes

Tableau VIII : différents appareillages, verreries et réactifs utilisés

Appareillage verreries Réactifs et solutions Autres
-Balance de precision -Eprouvettes -Acide gallique -papier whatman
-Agitateur magnétique | -Erlenmeyer -Folin-ciocalteu -micropipette
-Centrifugeuse -Bechers - Sels : réglable
réfrigérée -Entonnoir Carbonate de sodium | -barreaux
-Lyophilisateur -Fioles (Na,C0Os3), chlorure de | magnétique
-Vortex -Tubes a essai sodium (NaCl), | -spatule, pissette,
-Spectrophptometre phosphate dissodique pourtoirs.
UV-visible (Na;HPOQ,) et le
-Bain marie phosphate

monossodique(NaH;POy,)
-Aspirine
-BSA

-saponine.
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Résumé

Résumé

Le présent travail vise & déterminer les vertus anti inflammatoire et anti bactérienne de
I’extrait aqueux des racines de Carthamus caeruleus L. Dans un premier temps, la détermination de la
teneur en poly phénols totaux a été effectué, ce qui a donné un résultat prometteur vu qu’il s’agit d’un
extrait aqueux avec un taux de : 17mg EAG/g.

Par la suite, 1’extrait aqueux de Carthamus caeruleus L. a montré une activité anti hémolytique a
I’égare des différents stress subis par les cellules érythrocytaires, mais ceci sans oublier 1’évaluation
de I’innocuité de ’extrait vis-a-vis des ces cellules, les résultats obtenus montrent une protection
optimale des hématies a hauteur de 98.81+0.44% vis-a-vis du stress oxydatif, 99.38+0.125% vis-a-
vis du stress thermique et 88.3+2.21 (& 0.4% NaCl) vis-a-vis du stress osmotique. Par ailleurs, le
pouvoir anti-inflammatoire de Carthamus caeruleus L. a pu étre mis en évidence, notamment avec la
méthode d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA. Les résultats enregistrés montrent une
protection des protéines vis-a-vis de la dénaturation thermique a un taux de 100% de protection.

L’¢tude de I’activité antibactérienne de Carthamus caeruleus L. a montré les limites de son
potentiel antibactérien. En effet une seule souche Bacillus Cereus ATCC 10876 s'est avéré sensible a
I’extrait aqueux et a montré une sensibilité avec une CMI de 375ug/ml

Les données récoltées au cours de cette étude nous ont permis de confirmer 1’efficacité de
Carthamus Caeruleus L. et de conforter son pouvoir anti inflammatoire.

Mots clé: Carthmus Caeruleus L./racines/ anti inflammatoire/ antibactérien/ extrait aqueux/
polyphénols.

Abstract

This presented research work aims to determine the virtues of Carthamus caeruleus L. That
involves the research of bioactive molecules, that contain therapeutic properties.

However, also to determine the differece anti-inflammatory and antibacterial activities of the
aqueous extract. First of all, the dertermination of the content of total polyphenols was carried out that
gave a promising result since it is an aqueous extract with a level of 17 mg EAG/g.

Morever, the aqueous extract of Carthamus caeruleus L. showed anti-hemolitic activity away
from the various stresses undergone, but this without forgetting the evaluation of the harmlessness of
the extract with respect of the erthrocyte cells,the results obtained show more optimal protection
against red blood cells with a percentage 98.81 + 0.44 % for oxydative stress but, also 99.38+ 0.125%
for heat stress and therfore88,3 + 2,21% (0,4% NaCl) for hypotonic stress, the protection of the
erythrocytes against different stresses was more significant. In addition, the anti-inflammatory power
of Carthamus caeruleus L. has been demonstrated in particular with methode of inhibition of BSA,
the test shows an optimal protection of the extract with respect to proteins with a level of protection of
100% with advances the effectiveness of the aqueous extract.

Carthamus caeruleus L. turn out to be an antibacterial since the study of the antibacterial
activity shows a sensitivity to aqueous extract. Bacillus cereus ATCC10876 shoew that a sensitivity
with a MIC 375ug/ml.

The collected data during this study allowed us to confirm the effectiveness of the Carthamus
caeruleus L and to bring an important biological value to its anti-inflmmatory and antibacterial power.

Key words: Carthamus caeruleus L/root/ anti-inflammatory/ antibacterian/aqueous extract/
polyphenols.
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