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Résumé

L’objectif de ce travail est la caractérisation et I’identification de composé responsable
de I’effet cicatrisant de la plante « Carthamus caeruleus L. », cette derniere fait partie de la
famille des Asteraceaes. Elle est récoltée au niveau de la commune Boudjima de la région de
Makouda (wilaya de Tizi-Ouzou, centre Est de 1’ Algérie).

L’huile essentielle a été extraite par hydro-distillation de type Clevenger révélant que les racines
renferment bien plus de quantité d’huile que les feuilles. L’analyse par CPG/SM montre que
le composé majoritaire (77.69%) de I’huile est le méthyle linolénate.

L’extraction des polyphenols totaux et flavonoides par macération a froid sont obtenus avec des
teneurs de 102.5 mgEAG/g pour I’ethanol et 23.4 mgEQ/g pour le Meéthanol-eau
respectivement. L’activité biologique des extraits est vérifiée par le test de piégeage du radical
DPPH pour I’activité antioxydante et la méthode de diffusion en milieu gélosé Muller Hinton
agar pour l’activité antibactérienne. Les résultats obtenus par 1’étude de 1’évaluation de la
cicatrisation par induction de la brilure ont montré une moyenne de rétraction des plaies de
I’ordre de 80,49 £6.28 % pour le lot traités avec la pommade a base d’huile essentielle de
Carthamus caeruleus, contre 70.76 +4.27 % pour le lot traité avec la Biafine® . Ces résultats
ont été confirmés par un diagnostic histopathologique révélant une reconstitution quasi
compléte des plaies traitées avec 1’huile essentielle de la plante en question.

Mot clés : Carthamus caeruleus L. huile essentielle, extraction, bioactivité, histopathologique,
plaies

Abstract

The objective of this work is the characterization and identification of the compound
responsible for the healing effect of the plant "Carthamus caeruleus L.", the latter is part of the
Asteraceae family. It is harvested at the Boudjima commune of Makouda region (wilaya of
Tizi-Ouzou, central eastern Algeria). The essential oil was extracted by Clevenger hydro-
distillation revealing that the roots contain much more oil than the leaves. GC / MS analysis
shows that the major compound (77.69%) of the oil is methyl linolenate. Extraction of total
polyphenols and flavonoids by cold maceration are obtained with contents of 102.5 mgEAG /
g for ethanol and 23.4 mgEQ / g for methanol-water respectively. The biological activity of the
extracts is verified by the DPPH radical scavenging test for the antioxidant activity and the
Muller Hinton Agar agar diffusion method for the antibacterial activity. The results obtained
by the study of the evaluation of the healing by induction of the burn showed a mean of
retraction of the wounds of the order of 80,49 + 6,28% for the batch treated with the ointment
with oil base of Carthamus caeruleus, compared to 70.76 = 4.27% for the batch treated with
Biafine®. These results were confirmed by a histopathological diagnosis revealing an almost
complete reconstitution of wounds treated with the essential oil of the plant in question.

Key words: Carthamus caeruleus L. essential oil, extraction, bioactivity, histopathological,
wounds
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GLOSSAIRE

Photoprotection : La photoprotection désigne tous les moyens, naturels ou artificiels,
visant a limiter I'exposition de la peau au rayonnement solaire

Cytotoxique : Se dit d'une substance toxique pour une espece de cellule
Antitumoral : Désigne ce qui a la capacité de lutter contre une tumeur, qui peut faire
stagner I'évolution d'une tumeur ou détruire la tumeur elle-méme

Antispasmodique (ou spasmolytique) : Est un produit permettant de lutter contre les
spasmes musculaires

Les eestrogenes : Régulent le cycle menstruel de la femme

Thrombose : Une thrombose, c'est un caillot appelé aussi thrombus se formant dans
un vaisseau sanguin et I'obstruant. Le caillot peut se former dans une veine ou dans
une artére

Anti-carcinogéne : Qui cause ou peut causer le cancer

Hépato-protection : (Protection du foie) et activité anti-toxines

Escarre : Crodte noiratre formée sur la peau par la nécrose des tissus, aprés une
brdlure, un frottement prolongé, etc

Réépithélialisassions : Régénération d'un épiderme par les kératinocytes

Exsudat : L'ensemble des fluides produits par les plaies aigués ou chroniques une
fois la phase hémostatique terminée

Fibrineux, (euse) : Constitué de fibrine (substance protidique filamenteuse de couleur
blanche, inodore, qui entoure les globules de la lymphe et du sang lorsque se produit la
coagulation

La nécrose : Est une forme de dégat cellulaire qui mene a la mort prématurée et non
programmée des cellules dans le tissu vivant.

Berge de la plaie : Pourtour de la plaie

Lit de la plaie : C'est le lieu méme ou se situe la perte de substance dans une plaie (au
milieu)

Peau péri-lesionnelle : Peau adjacente a la plaie ;

Un cedéme : Est une accumulation anormale de liquide entre les tissus.

L'ecedéme concerne essentiellement la peau ou les muqueuses, ou il produit un

gonflement



Squames : Lamelle qui se détache de I'épiderme

Angiogenese : L'angiogenése est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir de vaisseaux préexistants

Epithelium : Tissu formé de cellules juxtaposées qui recouvre la surface du corps ou
qui tapisse I'intérieur de tous les organes creux

Histopathologie : Diagnostic par I'étude microscopique des tissus

Collagéne : Protéine fibreuse du tissu conjonctif

Kératinocyte : Sont des cellules constituant 90 % de la couche superficielle de la
peau (épiderme) et des phaneres (ongles, cheveux, poils, plumes, écailles)

Annexe cutanée : C’est I’ensemble des glandes sudoripares, les follicules pilo-sebacés
(ou poil) et les ongles.

Glande sébacé : Est une glande intradermique (présente dans le derme moyen ),
annexée au poil (sauf dans certains zones particuliéres telles que les lévres ou I'aréole
par exemple ou ces glandes sont seules), sécrétant le sébum qui limite le dessechement
de la peau, joue un réle bactéricide et lubrifie le poil

Tissu conjonctif : Qui occupe les intervalles entre les organes.

Plaie hypertrophique : Cicatrice anormale dépassant la surface de la peau.
Chéloide : Boursouflure fibreuse qui peut se former sur la peau a I'endroit d'une
cicatrice.

Fibroblaste : Cellule jeune, peu différenciée, du tissu conjonctif.

Corium : Derme

Les myofibroblastes : Sont des fibroblastes possédant la particularité d'exprimer
l'actine a-SMA. 1ls jouent un réle important dans la plasticité, la migration et la
motilité de la cellule au sein du tissu conjonctif

Polynucléaire neutrophile (PNN) : Les polynucléaires sont des globules

blancs (ou leucocytes), et donc des cellules de défense de 1’organisme.

Les granulocytes éosinophiles : Sont les globules blancs les plus rares dans la
circulation sanguine

Détersion : Détachement de la croute de la peau lors de la cicatrisation

Ulcére : Perte de substance de la peau ou d'une muqueuse sous forme de plaie qui ne
cicatrise pas

Infiltrat inflammatoire polymorphe : Comportant des polynucléaires neutrophiles et

éosinophiles organisant un afflux cellulaire dans le foyer inflammatoire
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Introduction générale

Bien qu’employée de différentes manieres, la médecine traditionnelle est omniprésente.
En effet, les médicaments a base de plantes furent le premier recours de 1’humain pour traiter
les pathologies cela bien évidemment en ignorant les composés responsables de 1’effet voulu.
Cette alternative occupe jusqu’a ce jour une place trés importante dans le développement d’état

de la santé mais plus encore, regagne de I’attention dans le monde.

L’investissement dans des travaux de recherches portant sur I’exploitation des plantes
médicinales s’impose en raison de I’impact environnemental induit par 1’industrie
pharmaceutique, le but serait également de parvenir a produire des préparations démunis d’un
maximum d’effets secondaires engendrés par la thérapie traditionnelle avec des codts
abordables. Le territoire Algérien possede une richesse inestimable en plantes médicinales. De
long en large regorgeant de ces sources inépuisables en remedes naturelles. Malgré cela,
I’exploitation de ces plantes dans notre pays demeure restreinte. Afin de susciter plus d’intérét
Vers ce sujet, nous nous sommes intéressées aux vertus thérapeutiques de La Cardoncelle bleu
ou « Carthamus caeruleus L. » qui est considérablement employée par nos alleux pour la
cicatrisation des plaies induites par des brilures et disent avoir été¢ témoin de son effet qu’ils

décrivent par le terme « surprenant » voir « surréel » ou méme « miraculeux ».

La valorisation des plantes médicinales, quel que soit leur débouché, requiert en général
une étape de caractérisation qui inclut ’analyse de leur composition chimique. Ainsi, notre
étude consiste a I’extraction des huiles essentielles et des composés lourds de la Carthamus
caeruleus L afin de mettre le doigt sur le composeé responsable de I’effet cicatrisant. Pour cela

le travail s’est porté sur trois parties distinctes.

Dans la premiére partie, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique de la
partie volatile et non volatile de la plante ; L’extraction des huiles essentielles et de la
détermination de leurs compositions chimiques, le screening phytochimique de différents
extraits et le dosage des polyphénols et des flavonoides. Cette partie est consacrée également
a la détermination de I’aspect qualitatif et semi quantitatif des extraites afin de connaitre
I’impact des solvants d’extraction sur le rendement en essence et sur la composition chimique

en polyphénols.
La seconde partie de ce travail traite de I'étude biologique in vitro des extraits.

La troisiéme partie est consacrée a la formulation d’une pommade a partir des différents
extraits, ainsi que de la plante brute. En finale des essais précliniques sur les différentes

pommades complétés par une étude histopathologique.
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11 ETUDE BOTANIQUE DE LA PLANTE

1.1.1  Carthamus caeruleus L

Le genre Carthamus fait partie de la famille des Asteraceaes qui comprend 14 espéces
vivaces herbacées dont le Carthamus caeruleus L.
Les Asteraceaes est une famille appartenant aux Dicotylédones comprenant plus de 1500 genres
et plus de 25000 especes, c'est la plus importante des Angiospermes, ce sont presque toujours des
plantes herbacées avec souvent des racines charnues : rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes,

occupant tous les continents sauf I'Antarctique [1].

1.1.1.1 Classification phylogénique
La classification phylogénique de la plante Carthamus caeruleus est détaillée dans le
(Tableau 1.1) :

Tableau 1.1: La classification phylogénique de la plante Carthamus caeruleus [1].

Régne Plantae
Embranchement Spermaphites
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Carduoideae
Genre Carthamus
Groupe Cardueae
Sous-groupe Centaureinae
Espece Carthamus caeruleus L

1.1.2  Description botanique de la plante

La Carthamus caeruleus est une plante vivace vigoureuse de 0,2 a 0.6 m de hauteur. La
tige tres peu rameuse de 30 a 60cm, dressée et velue. Les feuilles sont pubescentes, fortement
nervées, a contour ovale, les supérieures sont fortement dentées et épineuses.
Son rhizome est composé de racine principale qui évolue horizontalement et des racines

secondaires qui évoluent verticalement.
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L’inflorescence se présente sous forme d’un capitule dont les fleurs sont bleues. Les fruits

sont des akenes (Figure 1.1). Sa période de floraison s’étale de mai a juillet [2].

Feuilles Racines

Figure 1.1: Carthamus caeruleus.
1.1.3  Distribution géographique
C’est une espéce peu commune que 1’on peut rencontrer dans les terrains maigres. Elle
préfere les lieux secs et ensoleillés du bassin méditerranéen. Elle est originaire du Sud-Ouest de
I’Asie, elle est répandue dans le reste de 1’Asie, en Afrique du nord (Algérie, Maroc, Tunisie,
Libye), en Australie, dans les deux Amériques ainsi qu’en Europe (Greéce, Italie, France, Portugal,
Espagne). En Algérie, elle se trouve dans les régions cétiéres méditerranéennes (Tipaza, Annaba,

Bejaia, Boumerdes, Sidi bel-abbés...) ainsi que dans les hauts plateaux [2].

1.1.4  Utilisation de Carthamus caeruleus

Traditionnellement, les racines de Carthames Caeruleus sont utilisées contre les maladies
de la peau, surtout comme cicatrisant ainsi que les inflammations articulaires.
Les études ethnobotaniques ont montré que la majorité de la population locale (74,98%) dans le
Nord Algérien notamment en Kabylie utilisent les racines de cette plante pour la guérison des
brilures de divers degré sous forme de poudre ou de creme. Cette derniere est préparée a partir
des racines préalablement lavées et épluchées, puis bouillies dans du lait ou de I’eau. Ces racines

sont ensuite eécrasées, réduites en pommade et appliquée sur les bralures [1].

1.1.5 Composition chimique

Carthamus caeruleus est une plante riche en métabolites secondaires qui offrent leurs
vertus meédicinales, parmi ces métabolites on trouve des constituants volatiles, I’huile
essentielle et des constituants non volatiles ; polyphénols et flavonoides.
Les études menées sur les effets pharmacologiques des rhizomes du Carthamus caeruleus par
Baghiani et al (2010) et Benhamou (2013) ont montrées :
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> L’effet antioxydant significatif de piégeage de radicaux libres dd & sa richesse en acides
phénols et en flavonoides.

» L’effet cicatrisant confirmé par des tests réalisés sur la peau d’animaux brilés.
L’observation macroscopique a montré qu'il y a une guérison presque compléte apres 15
jours, la réduction en pourcentage de surface briilée de 1’animal est de 85,66%, ce qui est

nettement supérieur a celui des animaux traités avec Madécassol® 75,12% [1].

1.2 PRINCIPALES SUBSTANCES ACTIVES

1.2.1  Polyphénols
Les polyphénols constituent un groupe important de substances naturelles largement

répandues dans le régne végétal. Ce sont des métabolites secondaires des plantes. Plus de 8000
constituants, allant de molécules simples a des composés hautement complexes ont été identifiés
a ce jour [2]. lls possedent dans leur squelette, un ou plusieurs cycles aromatiques portants un ou
plusieurs groupes hydroxyles ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester,
glycoside...). lls participent a la défense des plantes contre les agressions environnementales et
les attaques microbiennes [3,4,5].
Généralement, ils sont subdivisés en :

> Flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols ;

» Acides phénoligues,

» Tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ;

» Coumarines ;

> Lignines et d’autres classes existent en nombres considérables ;
Ils sont responsables a la fois de I'aréme, de la couleur et des propriétés anti oxydantes des

végétaux [6].

1.2.2  Flavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9000
composés différents, et distribués de maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires.
Leur squelette chimique commun possede 15 atomes de carbones, constitué de deux noyaux

benzéniques A et B reliés par un cycle pyranique central C (Figure 1.2).


https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/physique-couleur-4126/
https://www.futura-sciences.com/sante/actualites/medecine-bref-antioxydants-omega-3-seraient-bons-retine-58941/
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Figure 1.2 : Structure de base d’un flavonoide.

Ils different les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, et la nature

de C (Figure 1.2). Les flavonoides sont répartis en différentes catégories dont les plus importantes
sont regroupés sur la (Figure 1.3).

Flavonols
506 7 4 5 7 3 4 3
Apignn: OH - OH OH Quercstine OH CH OH OH -
Luttoline OH - OH - Roempfird OF O - O -
Myrecétine OH OH OH OH OH
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Bu=n: 0OH OH OH 0OH B Pelargonidine OH OH H OH H Flavanones
Phipeine H OH OH OH OH C'_.»'an.1cl.ms OH OH O©OH OH H
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8
L
Flavanols Isoflavanones ¢ Isoflavones ¢

Figure 1.3: Différentes classes de flavonoides.
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Ces molécules se rencontrent a la fois sous forme libre, mais sont trés souvent liés avec des
sucres, on parle alors d’hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone ou génine associée
a un sucre. lls sont localiseés dans divers organes : fleurs, fruits, feuilles, tiges et racines. [2].

Ils sont responsables de la coloration des végetaux et assurant la protection vis-a-vis des
rayonnements ultra-violets. 1ls sont les composés biologiquement les plus actifs parmi

les polyphénols [7].

1.2.3  Acides phénoliques
Les acides phénoliques, ont au moins une fonction acide et plusieurs fonctions phénols.

Ils sont incolores et plutot rares dans la nature.

Ce sont les dérivés de 1’acide benzoique (acides hydroxy-benzoiques ), (Figure 1.5) et de I’acide
cinnamique (acides hydroxy-cinnamiques), (Figure 1.4). Les acides phénols dérivés de 1’acide
benzoique sont tres communs, aussi bien sous forme libre que combinée a 1’état d’esters ou

d’hétérosides.

s Lesacides hydroxy-benzoiques dérivent par hydroxylation de I’acide benzoique avec
une structure de base de type Cs-C1. Ces hydroxyles phénoliques « OH » peuvent ensuite
étre méthylés (-O-CHa).

% les acides hydroxy-cinnamiques dérivent de I'acide cinnamique avec une structure de base
de type Ce-Ca. lls appartiennent a la grande famille des phénylpropanoides. Les hy-

droxyles phénoliques « OH » peuvent aussi étre méthylés (-O-CHz).

OH

R2 1 R NP
@) O

R3
OH R,
R4 R,
Figure 1.4: Structure de base de Figure 1.5 : Structure de base de

I'acide hydroxy-benzoique. I'nydroxy-cinnamique.

Dans les plantes, les acides-phénols sont souvent sous forme d'esters d'alcools aliphatiques ou

d'esters de I'acide quinique, de I'acide rosmarinique ou de glycosides [8].


http://www.wikiphyto.org/wiki/Polyphénols
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_benzo%C3%AFque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_cinnamique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_cinnamique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_hydroxybenzo%C3%AFque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxylation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_benzo%C3%AFque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_coumarique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_cinnamique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9nylpropano%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_quinique
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_rosmarinique&action=edit&redlink=1
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Acide-hydroxycinnamique.png?uselang=fr
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1.2.4  Tannins

Les tanins sont des substances amorphes contenues dans de nombreux végétaux. Dérivés
poly-phénoliques de structure complexe, de poids moléculaire allant de 300 a 100 000.
Habituellement on distingue chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanins par leurs

structures et par leur origine biogénétique : les tanins hydrolysables et les tanins condensés [9].

125 Coumarines

Les coumarines sont des composés chimiques hetérocycliques de la famille des
polyphénols, produits par la combinaison d’un noyau benzéne avec un pyrane, présentant une
fonction cétone en position a par rapport a I’oxygéne (Figure 1.6). Tres largement distribuées dans

le régne végétal, plus d’un millier de coumarines naturelles ont été décrites [10].

R6 5 4
Ny
R7 0 O
R8

Figure 1.6: Structure chimique de coumarine.

1.2.6  Alcaloides :

Ce sont des composés organiques azotés tirés des végétaux, dotés d'une activité
thérapeutique intense. Ils représentent un groupe de métabolites secondaires trés diversifiés
retrouvés chez les organismes vivants, aussi bien chez les végétaux, les animaux et dans certains
micro-organismes. Il existe plus de 6000 alcaloides mais ce nombre est en augmentation
constamment tel que la quinine, la morphine, la strychnine, I’atropine, la scopolamine et

la nicotine [11].

1.2.7  Hétérosides :

Les hétérosides sont des substances qui résultent de la condensation d’un ou plusieurs
oses avec une partie non glucidique (génine ou aglycone), (figure 1.7). Elles désignent des
substances variées qu'on trouve surtout chez les plantes. Ils sont classés en O-, C-, S- et N-

hétérosides selon la nature de I’atome de 1’aglycone engagé dans la liaison osidique [12].


http://www.wikiphyto.org/wiki/Strychnine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Atropine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Scopolamine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Nicotine
http://dictionnaire.acadpharm.org/w/Aglycone
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Figure 1.7: Structure de base d'aglycone.

1.2.8  Quinones

Les quinones se présentent sous forme de pigments biologiques (biochromes),
notamment les benzoquinones, les naphtoquinones, les anthraquinones et les quinones
polycycliques.
Les quinones se trouvent dans les bactéries, dans certains champignons et dans diverses formes de

plantes supérieures [13].

1.2.9 Intéréts thérapeutiques des polyphénols

Ces dernieres annees, les recherches sur les composés phénoliques se sont accentuées en
raison de leurs activités anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, anti oxydantes et
méme anticancéreuses [14].

Les flavonoides sont des composés importants pour la nutrition et la santé humaine. Ainsi,
la consommation quotidienne moyenne recommandée des flavonoides est environ 1g pour chaque
personne [15]. Toutes les études épidémiologiques et animales, ont suggérées qu’une alimentation
riche en flavonoides, est plus particulierement les flavones, peut réduire le risque de nombreux
cancers (cancer de poumon et de colon), les maladies coronaires, et les inflammations chroniques.

De nos jours, les propriétés thérapeutiques et les effets attribuées aux flavonoides sont
largement étudiées et approuvés, dont la liste s’allonge : Inhibiteurs d’enzymes, antimicrobiens,
photo protecteurs, anti-HIV, Antiviraux, Anti-inflammatoires, cytotoxiques et antitumoraux,
antibactériens, antiallergiques, traitement d’anomalies thrombotiques et artérioscléroses
antigéniques dans la prévention du cancer et des maladies cardio-vasculaires, analgésiques,
antispasmodiques, ostrogéniques et/ou anti-ostrogéniques, antioxydants et anti radicalaires et anti-
carcinogeniques [16, 17, 18, 19].

Les composeés phénoliques présentent une forte activité antioxydante, qui leur confere un
grand intérét d'un point de vue nutritionnel. Ils montrent également de multiples propriétés
médicinales, entre autres en tant qu'analgésiques, antihypertenseurs, hépato- protecteurs anti

inflammatoires et anticancéreux.
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Ces composés sont présents, dans des extraits vegétaux actuellement commercialisés
(extraits a base d'artichaut ou d'échinacée). lls possedent également d'importantes propriétés anti-

infectieuses, notamment antivirales [20].

IIs constituent une nouvelle classe d'anti rétrovirus, en particulier pour le traitement du
SIDA, par leur action inhibitrice sur lI'intégrasse du HIV [21, 22, 23].

Cependant, le 3, 5-diCQA et ses isoméres, a part le 1,3-diCQA (ou cynarine), isolée de
I'artichaut, ne sont pas aisement disponibles commercialement. Aussi ces composés doivent-ils
étre extraits de différents végétaux. Outre l'artichaut, on peut citer le café (EP0299107), le
tournesol chez qui on a décrit la surproduction de composés phénoliques et plus particuliérement
d'acides dicaféoylquiniques et 1’Artemisia herba-alba chez qui on a isolé les acides
dicaféoylquiniques et tricaféoylquiniques [24, 25, 26].

1.2.10 Méthode d’obtention des polyphénols

Les flavonoides peuvent étre extraits selon le protocole général de tous les métabolites
secondaires, basé sur la macération dans un systeme hydro-alcoolique suivie de 1’extraction
liquide-liguide en utilisant des solvants de polarité croissante (éther de pétrole, dichlorométhane
ou chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol).
Les flavonoides aglycones polyméthoxylés sont plus fréquents dans les extraits apolaires alors que
les flavonoides monoglycosylés et aglycones polaires se trouvent plus généralement dans 1’extrait

acétate d’éthyle. Les flavonoides polyglycosylés sont plus fréquents dans 1’extrait n-butanol.

1.3 HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles sont des produits odorants, généralement de composition com-
plexe, obtenu a partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie. Elles sont sécrétées
par des cellules spécialisées se trouvant aussi bien dans les feuilles, les fleurs, le bois, les racines
et les graines. La taille de ces gouttelettes est de quelque micron. Lorsque que 1’on froisse la plante,
les gouttelettes sont libérées dans 1’atmosphére et parviennent jusqu’a notre nez [27, 28].

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement

commercialisées, destinées principalement a I’industrie des arébmes et des parfums [29].
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1.3.1 Composition chimique d’une huile essentielle

Les huiles essentielles peuvent contenir plus d’une centaine de composes aromatiques
dans des proportions tres variables.

Ce sont ces différentes combinaisons de molécules qui donnent des propriétés si
particuliéres aux huiles essentielles et qui sont responsables de leur odeur caractéristique. Les
composés qu’on trouve majoritairement dans la composition chimique de I’huile essentiel sont les
terpénes, les alcools, les phénols, des phénols methyl-éthers, les oxydes, les aldéhydes, les esters,
les cétones, les lactones, les coumarines et composés soufrées [30].

1.3.2  Obtention des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont obtenues soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage, 1’huile essentielle est le plus
souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition. En général le choix de la méthode d’extraction dépend de la nature
de matériel végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), de la nature des composées a extraire, du
rendement en huile et de la fragilité de certains constituants des huiles. [27, 31].

< Extraction par hydrodistillation :

La plante est mise en contact avec de l'eau dans un ballon lors d'une extraction au -
laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tout est porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes
sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de I'eau par différence de
densité [32].

< Extraction par solvant :

Elle consiste a €épuiser la matiere végétale de ses constituants odorants au moyen d’un
solvant sélectif, le solvant chargé est récupéré par évaporation sous vide, pour éviter la dégradation
thermique des molécules odorantes.

Le choix du solvant est influencé par des paramétres techniques et économiques : sélectivité,
stabilité, inertie chimique, température d’ébullitions pas trop €levée pour permettre son élimination

totale [32].

1.3.3  Propriétés et intérét thérapeutique des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont de nombreuses propriétés médicinales en commun, elles sont
efficaces pour de nombreux germes et virus ainsi que les mycoses.
Chague huile essentielle a sa spécificité thérapeutique. Les propriétés et les modes d'utilisation
particuliers ont donné naissance a la phytothérapie (I'aromathérapie), ou elles sont utilisées comme

antiseptiques contre les maladies infectieuses.
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Elles possédent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants entant qu'agents antimicrobiens a large spectre [28, 33].

» L’effet antibactérien d généralement aux phénols (carvacrol, thymol), des monoterpé-
nols (géraniol, menthol, terpinéol) et des aldéhydes (néral, géranial).

» L’effet Antivirale des HE constitue une aubaine pour traiter les virus qui donnent lieu a
des pathologies trés variées dont certaines posent des probléemes non résolubles. Ces
fléaux infectieux, sont tres sensibles aux molécules aromatiques.

»  L’effet Antifongique des HE est di a la présence des monotérpeniques et sesquiterpé-
niques oxygénés et les lactones sesquiterpéniques. Les mycoses sont d'une actualité
criante, car les antibiotiques prescrits de maniere abusive favorisent leur extension.

» L’effet antiparasitaire est di au groupe des phénols qui posséde une action puissante
contre les parasites.

» L’effet Antiseptique est favorisé par les aldéhydes et les terpenes qui sont réputés pour
leurs propriétés desinfectantes et antiseptiques et qui s'opposent a la prolifération des

germes pathogenes [34].

1.3.4  Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. 1l faut
cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d'exposition et la dose prise. Les huiles
essentielles semblent n'étre toxiques par ingestion que si celle-ci est prise en de grandes quantités
et en dehors du cadre classique d'utilisation. Les huiles essentielles sont des substances tres
puissantes et treés actives, il ne faut donc jamais exagérer dans les doses, quel que soit la voie

d'absorption, car toute substance est potentiellement toxique a dose élevée ou répétée [35, 36].

% Toxicité aigue :

Les HE en genérale ont une toxicité aiglie par voie orale. La majorité ont une DLso com-
prise entre 2 et 5g /kg (anis, eucalyptus, girofle,) ou ce qui est le plus fréquent, supérieur a 5g/kg
(camomille, lavande). D'autres HE contenant les cétones comme I'a-Thujone (armoise blanche)
sont particulierement toxiques pour les tissus nerveux [32, 37].

% Toxicité dermique :
Certaines HE sont irritantes (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles

riches en cinnamaldéhyde) ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines.
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Il faudra toujours les diluer avec une huile végétale (80%) et les appliquer sur des surfaces
corporelles bien localisées [38, 39, 37].
% Cancérogeénicité :
Il existe quelques composes des HE capables d'induire la formation de cancers. Cas de
dérivés d'allyle benzenes ou de propényle benzenes comme le safrole (Sassafras), I'estragole (Ar-

temisia dracunculus), le B-asarone (Acorus calamus) [24, 37].

14 ETUDES BIOLOGIQUES

Depuis I’antiquité, les plantes aromatiques furent utilisées le plus souvent par les
parfumeries. Cependant, durant ces dernieres décennies, elles sont devenues sources
d’antioxydants naturels et d’agents antimicrobiens. Les plantes aromatiques possédent plusieurs

activités ou pouvoirs biologiques.

1.4.1  Activité antioxydante

L’un des facteurs importants du vieillissement est une diminution progressive de la
capacité des cellules a lutter contre les phénomeénes d’oxydation. Il existe des défenses
physiologiques naturelles contre les agressions des radicaux libres et une part significative de ces
défenses provient de la nourriture. Dans les plantes aromatiques les flavonoides forment 1’une des

plus importantes familles ayant un pouvoir antioxydant [40].

1.41.1 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des composés chimiquement instables porteurs d’électrons non
appariés et qui réagissent avec d’autres molécules, les déstabilisant a leur tour, et induisent ainsi
une réaction en chaine. Ces composés chimiques sont dits oxydants responsables du phénomeéne
d’oxydation des lipides, dénaturation des protéines, ils peuvent aussi causer des altérations au ni-
veau de I’ADN, augmentant les possibilités de mutation. Le radical hydroxyle (OH") et le radical

super oxyde (O2°-) sont les radicaux les plus réactifs [41, 40].

1.4.1.2 Les antioxydants
Les antioxydants sont des molécules qui peuvent réduire les radicaux libres par leur
transformation en molécules stables et non réactives.
Elles sont bénéfiques a la santé en neutralisant les dommages cellulaires causés par les

especes réactives de 1’oxygene (radicaux libres).
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Les antioxydants sont des groupes divers de produits chimiques qui peuvent étre
endogénes naturels ou synthétiques. Parmi les sources antioxydantes on peut citer :
» Les antioxydants propres a 1I’organisme : enzymatiques ou non-enzymatiques.

» Les antioxydants de source végétale : polyphénols, flavonoides, tanins... [40, 42].

14.1.3 Détermination de I’activité antioxydante
Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) (figure 1.5) fut 1’un des

premiers radicaux libres utilisés pour étudier I’activité antioxydant des composés phénoliques.
La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV vi-
sible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm.

Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie. Cette
décoloration représente la capacité a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités
enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir anti radicalaire [41]

[42].
NO,

— Ph

Oo9N \\ / N—N\

Ph

NO,

Figure 1.8 : Structure du radical stable DPPH?°.

1.4.2  Activité antimicrobienne
Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Ces propriétés antimicrobiennes sont dues principalement a la fraction d’HE

contenue dans les plantes.

1.4.2.1 Propriétés antimicrobiennes

L'usage des HE, grace a leur forte action antimicrobienne, constitue un serieux substitue
au antibiotiques dans les pathologies infectieuses.

Elles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des
bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est
principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs

composés volatils majeurs.
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Néanmoins, la composition de I’HE d’une méme espéce varie selon la localisation
géographique, les conditions climatiques, la période de récolte, la partie de la plante utilisée... Par

conséquent, leurs propriétés antimicrobiennes varient également. [43].

1.4.2.2 Mode d’action contre les bactéries
Les huiles essentielles posseédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches de
bactéries, mais d’une maniére genérale leur action se déroule en trois phases :
e Attaque de la membrane plasmique par I’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
« Acidification de milieu intra-cellulaire , bloquant la production de I’énergie cellulaire et
la synthese des composants de structure.

« Destruction du matériel génétique conduisant a la mort de la bactérie.

1.5 METHODES D’ANALYSES

1.5.1 Chromatographie gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CG) est I’'une des techniques la plus utilisée pour

I’analyse qualitative et quantitative des constituants d’un mélange complexe [43].
s Principe :

Le mélange a séparer (1’ordre de pl) est injecté, a I’entrée d’une colonne grace a I’injecteur
qui est porté a une température supérieure a la température de la volatilisation des solutés a séparer.
Les solutés sont transportés par le gaz vecteur le long de la colonne. Si la phase stationnaire est
bien choisie, ces solutés vont étre inégalement retenus, ce phénomene appelé rétention. Les
constituants du mélange sortent I’un apres 1’autre du fait de leur différence de déplacement dans
la colonne. A la sortie de la colonne, se trouve un détecteur qui émet un signal chaque fois qu’un
soluté sort. Le signal produit est proportionnel a la quantité de chaque substance. Ce signal est

amplifié et évalué a I’aide d’un ordinateur [44].
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Figure 1.9 : Appareillage de la chromatographie en phase gazeuse.

1.5.2 Chromatographie gazeuse couplée a la Spectrométrie de masse CG/SM

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui
permet de déterminer la structure moléculaire, la masse moléculaire et d’expliquer des mécanismes
de rupture des liaisons. La spectrométrie de masse est souvent couplée a la chromatographie en
phase gazeuse.

L’association de ces méthodes de séparation et d’identification, permet d’étudier des

mélanges complexes a 1’état de traces et d’obtenir des informations sur la structure des molécules
[43].
% Principe :

Cette technique consiste a ioniser par bombardement électronique, les molécules élues de
la colonne capillaire du chromatographe en phase gazeuse dans I’enceinte sous vide du
spectrometre de masse. Les cations et ions radicaux formés sont ensuite séparés d’apres leur
rapport (m/z) dans le champ électrique et / ou magnétique de 1’analyseur, et connectés au
multiplicateur d’électrons qui amplifie ce courant ionique.

L’identification est réalisee par comparaison m / z formés avec ceux des spectres de la
banque de données, la fiabilité de la reconnaissance est principalement donnée par 1’indice de
qualité, en pourcentage d’adéquation du spectre du composé inconnue, par rapport au spectre de
la banque de données [45].

1.5.3  Grandeurs de rétention
La chromatographie en phase gazeuse repose sur un certain nombre de grandeurs

essentielles pour I’interprétation des chromatogrammes.
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% Temps de rétention (tr)

C’est le temps qui s’écoule entre 1’injection de 1’échantillon et 1’apparition du sommet du
pic du soluté. Le temps de rétention est indépendant de la quantité injectée et de la nature du
gaz vecteur. Il dépend de la température de la colonne et du couple soluté/phase stationnaire
[45].

% Indice de rétention
Introduit par Kovats en chromatographie isotherme puis par Van den Dool et Kratz a

température programmeée par I’expression suivante :

I =100z + XX =T@ 0
P g tr(z+1) — tr(2)

Avec :
* tr(x): C’est le temps de rétention du soluté (x) étudie.
* tr(z): C’est le temps de rétention de I’alcane a z atome de carbone qui précede (x).
* tr(zt+l): C’est le temps de rétention de I’alcane a z+1 atome de carbone qui suit (x).

* n: Différence du nombre d’atome de carbone entre les deux alcanes (généralement n =1).

1.6 GENERALITES SUR LA PEAU :

La peau est I'ensemble des cellules regroupées sous forme d'un tissu résistant et souple,
constitué de plusieurs couches, et recouvrant I'ensemble du corps. [46]. Elle est formée de deux
parties distinctes (Figure 1.10) :

» L'épiderme, dont le principal role, est la protection du corps.

» Le derme, possede des vaisseaux permettant aux nutriments de diffuser vers I'épiderme.

Papille du derme
| Epiderme
Derme

Hypoderme

Figure 1.10: Structure biologique de la peau.
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1.6.1  Cicatrisation
Lorsque la peau perd son intégrité, elle tente de se régénérer afin de continuer & protéger
I’organisme. La recherche sur les plaies aigues dans les modeles animaux démontre que les plaies

guérissent en quatre phases, qu’on peut répartir en deux temps [47].

1.6.1.1 Cicatrice primaire
La formation de la cicatrice primaire se fait en 3 phases :
% Phase de détersion ou inflammatoire :

Tout de suite aprés la constitution de la plaie, les vaisseaux sanguins locaux se dilatent
provoquant une augmentation de la perméabilité vasculaire et une fuite de plasma.
Cette vasodilatation est suivie peu aprés d’une vasoconstriction puis de la formation de caillots au
fond de la plaie, ce qui limite la perte de sang. Plus tard, attirés par des substances chimiotactiques,
des cellules pro-inflammatoires (leucocytes et macrophages) arrivent des tissus avoisinants pour
nettoyer la plaie, éliminant tissus morts, germes et bactéries.

Cette phase débute entre la 12°™ et la 24°™ heure et provoque une réaction inflammatoire
caractérisée par une rougeur (érytheme), un gonflement (cedéme), une douleur et une
augmentation de la température locale.

La phase de détersion, qui est nécessaire pour induire la phase suivante, dure entre 1 et 4 jours
pour les plaies aigués (blessure traumatique ou chirurgicale).
< Phase de bourgeonnement ou de formation de tissu de granulation :

Pendant cette phase, des cellules appelées fibroblastes (cellules du tissu conjonctif)
apparaissent en grande quantité apres stimulation par les macrophages.

Les fibroblastes produisent des grandes quantités de collagéne, d’élastine et autres
éléments de la matrice cellulaire du derme. En méme temps, les cellules qui tapissent 1’intérieur
des vaisseaux (cellules endothéliales) forment des bourgeons aux extrémités des capillaires lésés.

Ces bourgeons dans le réseau de collagéne en formation donnent a la plaie un aspect rouge
et granuleux, d’ou le nom de cette phase. Cette prolifération s’arréte lorsque le tissu de granulation
a comblé la perte de substance et que les fibroblastes ont atteint les berges de la plaie. Ce processus
commence autour du 4°™ jour et se termine vers le 15°™ jour.

<> Phase d’épidémisation :
Une fois que le tissu conjonctif atteint son niveau maximum, les fibres de collagéne se

remodelent. Parallelement, des cellules épithéliales apparaissent et migrent au bord de la plaie.
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La plaie ainsi se contracte et se recouvre de cellules épithéliales, ce qui correspond a la
fermeture de la plaie par une cicatrice primaire dont le teint est proche de celui de la peau qui
I’entoure. La formation de cette cicatrice primaire s’achéve autour du 21°™ jour, sauf dans les cas

des plaies superficielles suturées de petite taille, ou 1’épithélialisation est visible aprés 24 heures.

1.6.1.2 Maturation de la cicatrice primaire

Une fois la cicatrice primaire formée, autour du 25°™ ou 30°™ jour, le collagéne
commence a se dégrader de facon importante et marque le début du remodelage de la cicatrice
primaire. Au cours de cette phase, les berges de la plaie continuent a se contracter lentement grace
a ’action de cellules appelées myofibroblastes et au renforcement de 1’union entre 1’épiderme et
le derme. Le résultat est que peu a peu, la cicatrice devient plus souple, plus lisse et plus douce au
toucher. Ce remodelage aboutit a la formation de la cicatrice définitive au bout de 6 mois a un an
ou plus.

La qualité de la cicatrice définitive dépend de sa taille, de sa situation et tout
particuliérement de 1’évolution initiale de la cicatrisation, d’ou I’importance des soins et du suivi

lors de la formation de la cicatrice primaire [48].
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Les composés organiques sont généralement présents a de faible concentration dans la
biomasse de I’aliment. Avant de pouvoir utiliser ou analyser de telles substances, il est nécessaire
de les extraire de leur matrice.

Plusieurs méthodes d’extraction des composés naturels ont été mises au point telles que
I’hydrodistillation, 1’entrainement a la vapeur, le Soxhlet et la macération. Cependant, ces
composés naturels sont connus comme eétant thermosensibles et vulnérables aux réactions
chimiques. La perte de certains constituants, la dégradation de certains composes insaturés par
effet thermique ou par hydrolyse, ainsi que la présence de résidus de solvants organiques plus ou

moins toxiques peuvent étre engendrés par ces techniques d’extractions.

2.1 MATERIEL

L’ensemble des matériels, équipements ainsi que des produits utilisés sont mentionnés

dans I’annexe 1.

2.2 MATIERE VEGETALE

Les prélévements ont été effectués au mois d’Avril-Mai (Figure 2.1) dans la commune
de Boudjima (Agouni-Oufekous) de la région de Makouda de la wilaya de Tizi-Ouzou (21 km
au nord-est de Tizi Ouzou),(Figure 2.2). Le climat est chaud en été et froid en hiver avec une
température annuelle moyenne de 16.6 °C. Sur l'année, la précipitation moyenne est de 1034 mm
[49].

Figure 2.1: Carthamus caeruleus récolté a la station d’Agouni-Oufekous.

La zone géographique est détaillée dans le Tableau 2.1.
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Tableau 2.1 : Situation géographique et bioclimatique des de la station.

Stations Longitude Latitude Altitude | Etage bioclimatique
Agouni-Oufekous 4°08'10°E | 36°48'26" N 288 m Etage collinéen
m e e sErmaire
bl g Tigzirt - ‘ ¢ 'gircd‘())iulfor:fcizous
g "m £ \u""b‘, 44 Y ".{;Qk»
’ ' {}l' o w:.u | “
o < .:J:l:a‘*m' //
I' / s &
7 « .4;_(:3!!‘. : 1
3 —riq : Bg'a’"“’ 3
b L don>s
' u”d KOW ‘ ‘ /‘p -
=Y, A : ks
j N AO:A’OQJ(‘"-O;J’\

Figure 2.2 : Zone géographique de la récolte de Carthamus Caeruleus.

Une identification botanique a été effectuée au laboratoire de Biologie végétale de la

Faculté des Sciences Biologiques de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
2.3 DETERMINATION DE LA TENEUR EN EAU

Dans le but de déterminer le taux d’humidité ou la teneur en eau, nous avons procédé a
I’étude cinétique de la masse humide (mn) en fonction du temps des racines de la Carthamus
Caeruleus d’un méme lot, en les pesant chaque 10 min jusqu’a atteindre une masse stable.

Le séchage a été réalisé sur 10,71g par la méthode de dessiccation. Les racines sont

coupées transversalement en deux puis mis dans 1’étuve sous une température de 105 +1°C.

L’évolution de la perte de masse ou teneur en eau a un instant t est obtenue par 1’équation 2.1 [50]:

W(%) = (ml;n ms) x 100... 2.1)

. W % : La teneur en eau du matériel végétal ou taux d’humidité (%)
. mn : Poids du matériel végétal humide en fonction de temps (@)
. ms : Poids du matériel végétal sec (Q)

2.4 ETUDE PHYTOCHIMIQUE

Cette ¢tude a été réalisée par une analyse de la fraction volatile de I’HE, un screening

phytochimique, le dosage et I’analyse de la fraction non volatile de la plante.

21



Chapitre 2 Matériel et méthode

2.4.1  Huiles essentielles

2.4.1.1 Préparation de la matiére végétale

Dans le souci de respecter au mieux les recommandations des normes et des utilisateurs
la matiére végetale fraichement cueillis (trois jours au plus tard avant I’extraction) est lavee, pesée
et coupée en mini morceau de lcm de long avant d’étre soumis a I’extraction. Les huiles
essentielles sont alors extraites par hydrodistillation sur les deux parties de la plante (racine et
feuille) [51].

2.4.1.2 Extraction de I’huile essentielle

Le matériel végétal (2509) est placé dans un ballon rempli d’eau (2/3 du volume du
ballon), celui-ci relié¢ a un appareil de Clevenger et soumis a I’ébullition, les vapeurs formées
montent le long de la colonne en entrainant avec elles les huiles essentielles. Ces vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant, le condensat (eau + huile essentielle) est récupéré dans une
ampoule a décanter. L’HE obtenue par une simple décantation est séparée minutieusement de la
partie aqueuse (Figure 2.3), récupéré et seché avec du sulfate de sodium anhydre, puis conservé a

basse température et a I’abri de la lumiére.

Figure 2.3 : Hydrodistillation de I'EH par un appareil de type : Clevenger.

2.4.1.3 Détermination des rendements des extractions
L’¢évaluation de chaque extraction a été réalisée par le calcul du rendement qui est défini
comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue et la masse seche de la matiere

végetale utilisée donné selon la relation (2.2), [52] :
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R, = (Zhe) X 100 ... 22

s
. Ren : Rendement de I’huile essentielle (%)
. Mpe :Poids de I’huile essentielle extraite (g).
. Ms. Poids de la matiére végétale utilisée pour I'extraction (g).

2.4.1.4 Composition chimique de I’huile essentielle

% Chromatographie en phase gazeuse coupée a la spectrométrie de masse

L’analyse qualitative et semi-quantitative des HE par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectroscopie de masse a été menée sur une colonne capillaire en silice fondue apolaire
HP5 MS de 30m équipée d’un détecteur a ionisation de flamme (FID). Les conditions optimales

d’analyse sont données dans le Tableau 2.2 ci-dessous :

Tableau 2.2 : Conditions opératoires de GC/SM.

Couplage GC/SM
Chromatographie gazeuse Spectromeétrie de masse
Appareil : Hewlett- Packard 6890 Appareil : Agilent MSD 5973
Colonne : HP5 MS (30 m x 0.32 mm x 0.25 um) |[Mode d’ionisation : impact électronique
Gaz vecteur : Hélium Tension d’ionisation : 70 eV, basse
Débit : 0.5 ml /mn résolution
Température de I’injecteur : 250°C Balayage automatique : m/z 25 a 350
Température du détecteur : 250°C Température de la source : 280°C
Quantité injectée : 0.2 uL Interface : Couplage direct
Température de colonne : 60°C/8 min jusqu'a Pression : 2.10-6 Torr

250°C/15 min a raison de 3°C/min.

Le pourcentage de chaque constituant dans 1’essence est calculé par intégration des aires
du chromatogramme. Une série d’alcanes linéaires (Cs-Cao) est injecté dans les mémes conditions

pour calculer les indices de rétention selon Van Den Dool des constituants des huiles essentielles.

2.4.1.5 Identification des composés

L’identification des composés séparés sur la colonne apolaire ont été déterminés par
comparaison des spectres de chaque constituant a ceux donnés par les librairies Wiley 07, NIST02
et 11.
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Les résultats ont egalement eté confirmés par la comparaison de leurs indices de rétention,
par rapport a C7-Cas n-alcanes injectés en GC/SM sur une colonne capillaire dans les mémes
conditions que les huiles. Certains constituants ont été confirmés par I'analyse des étalons dans les
mémes conditions décrites ci-dessus. Le pourcentage de la composition de chaque constituant dans

les huiles a été estimé par la méthode de normalisation des aires des pics [53].

2.4.2  Polyphénols
2.4.2.1 Matiere végétale

Le matériel végétal a été nettoy¢ et séché a ’air libre pendant trois jours puis a I’étuve a
T = 40 °C. La plante est ensuite réduite en poudre fine avec un broyeur électrique, puis stockée

dans des boites hermétiques a 1’abri de la lumiére.

2.4.2.2 Screening phytochimique

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence des
groupes de familles chimiques présent dans une plante. Le principe est basé sur la formation de
complexes insolubles en utilisant un ensemble de méthodes colorimétriques, ce qui permet de
détecter les métabolites secondaires. La détection de ces composés chimiques est basée sur des
essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitations, un changement de couleur ou

un examen sous la lumiére ultraviolet [54].

2.4.2.3 Préparation des échantillons
Les trois extraits de plante sont préparés a partir des deux parties (racines et feuilles) de

Carthamus Caeruleus L.

» Infusion des feuilles et des racines : 2g de broyat de feuilles fraiches ou de racines,
préalablement séchés sont introduit, dans un ballon contenant 20 mL d’eau distillé porté
a ébullition sous un montage a reflux. Le mélange est infusé 20 minutes avant filtration.

Le filtrat est ensuite récupéré et conservé a I’abri de la lumiére.

»  Macération des racines : 1g de poudre seche des racines sont macérés dans 20 mL de
méthanol durant 24h. Apres filtration le filtrat est récupéré et conservé a I’abri de la

lumiére.

2.4.2.4 Caractérisation et mise en évidence

Les principales familles de métabolites secondaires identifiées sont résumées dans le

Tableau 2.3 [55]:
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Tableau 2.3 : protocoles d'identification photochimique.

Identifications Protocole
Mettre 2 ml d’extrait dans un tube a essai puis ajouter une goutte de solution

Les polyphénols | alcoolique de chlorure ferrique 2%. Un test positif est révelé par I"apparition d’une

coloration bleue noiratre ou verte plus ou moins foncée.

Test 1: A 1 ml d°extraits, on ajoute 1 ml d‘acide chlorhydrique concentré (HCI), puis
guelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides est indiquée par une
coloration rouge, orange ou rose.

Test 2 : laréaction a la cyanidine permet de révéler la présence de flavonoides libres.
Elavonoides A 1ml de I’extrait ou infusé on ajoute 1 ml d’alcool chlorhydrique (HCI cc a 50%
dans éthanol 95%). En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement
de chaleur. L’addition de 200 uL d’alcool iso-amylique intensifie la coloration rose
orangé puis une coloration rose orangé (Flavones) ou rose violacée (Flavanones) qui

confirme la présence de flavonoides.

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de chaque extrait, 1
ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de Fecls diluée a 1% L’apparition d’une
Tannins . e , . L , .
coloration vert foncé indique la présence des tanins catéchiques. L’apparition d’une

coloration bleue-verte indique la présence des tanins galliques.

Gl i 2ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I’extrait, I’apparition d’une coloration brun-
ycosiaes - , . .
cardiaques rougedtre apres I’ajout de H.SO4 indique la présence des glycosides cardiaques.

A 1mL de I’échantillon on ajoute ImL de H>SO4 a 10% et 1 ml de NHsOH. La
présence des flavonoides est mise en évidence si la coloration s’accentue en présence
Anthocyanes . . ) . , . . . ,

de I’acide et si elle vire au bleu violacé en milieu basique cela signifie la présence

des anthocyanes.

Leur détection consiste a traiter 0.5 ml de ’extrait avec 2 ml de chloroforme et
Terpénoides | quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. En cas de réaction positive, il se

forme un anneau rouge-brunatre a la zone de contact des deux liquides.

Mettre 3ml d’extrait dans un tube a essai, puis agiter fortement pendant 30 secondes
Saponines et laisser reposer 15 secondes. Si la mousse persiste pendant cette periode cela

signifie qu’il y a des saponosides.

1 ml d’acide sulfurique concentré est ajouté a 1 ml d’extrait. Un test positif est révélé

par la formation de la couleur rouge.

Quinones libres
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Les Anthracéniques libres ont ét¢ détectées par 1’ajout dans un tube a essai d’un 1ml

d’extrait chloroformique et 1 ml de NH4OH dilué. Aprés agitation, une coloration

anthegglé\ﬁs(ques Plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres. Extrait
libres chloroformique : 500mg de poudre + 5ml de CHCL3 chauffé 3min au bain marie.
Solution est a chaud.
Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Mayer.
Introduire 10 g de poudre végétale seche dans un erlenmeyer, a laquelle 50ml de
Alcaloides H2SO, dilué au 1/10, macére 24h ensuite, filtré et lavé pour compléter a 50ml, dans
Iml du filtrat, 5 gouttes de réactif sont ajoutées aprés 15 min. L’apparition d’un
précipité blanc-jaune ou jaune claire, révéle la présence d alcaloides
A ImL de I’échantillon on ajoute 1mL d’alcool chlorhydrique et 200 pL d’alcool
Leuco- iso-amylique puis chauffé 15 min la coloration rouge cerise confirment la présence
anthocyanes

des leuco anthocyane (flavonols, flavononols).

Stérols et tri

Les stérols et les terpenes ont été recherchés par la réaction de Liebermann. Cing
(5) ml d’extraits évaporés sur bain de sable. Le résidu est dissout a chaud dans 1 ml

d’anhydride acétique ; ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition, a

terpenes I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique une
réaction positive.
Dans une capsule, 5 ml d’extrait entérique est évapore, puis 2 ml d’eau chaude est
ajouté au résidu. La solution est partagée entre 2 tubes a essais. Au contenu de 1’un
Coumarines | des tubes, 0,5 ml est ajouté de NH4OH a25%. La fluorescence est observee sous

U.V a 366 nm. Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté de

I’ammoniaque indique la présence de coumarines.

Anthraquinones

Prélever de I’hydrolysat (5ml) et agiter avec du chloroforme (5ml) dans une am-
poule a décanter sans formation d’émulsion. Soutirer la phase organique, 1’intro-
duire dans un tube a essai puis conserver la phase aqueuse. Ajouter de I’ammo-
niaque diluée (1ml) et agiter. La présence d’anthraquinones est révélée par la colo-
ration rouge.

Si la réaction est négative ou faiblement positive, rechercher : es O- et C-

hétérosides.

O-hétérosides a
génine réduite

Prélever 5 ml d’hydrolysat, ajouter 3 a 4 gouttes de FeCls a 10%, puis chauffer
pendant 5 minutes au bain-marie et refroidir sous le courant d’eau et agiter avec du
chloroforme (5ml), il faut apres soutirer la phase organique et I’introduire dans un
tube a essai. Ensuite on ajoute de ’ammoniaque diluée (1ml) et on agite. En
présence de produits d’oxydation des anthronols ou des anthrones, la coloration

rouge est plus intense que précédemment.

26




Chapitre 2 Matériel et méthode

Reprendre la phase aqueuse qui a été gardée dans I’ampoule a décanter dans un
tube a essai puis ajouter sur cette phase de 1’eau distillée (10ml), du chlorure

ferrique a 10% (1ml) et porter au bain-marie pendant 30 minutes. Ensuite il faut
-C-Hétérosides .. , . )
refroidir sous courant d’eau et agiter avec du chloroforme (5ml). Soutirer la phase

chloroformique puis ajouter de I’ammoniaque diluée (1ml) et agiter. Une coloration

rouge plus ou moins intense indique la présence de génine de C-hétérosides.

2.4.3  Extraction des polyphénols

L’extraction solide-liquide des polyphénols est la plus simple des méthodes de sépara-

tion. Elle est basée sur leur degré de solubilité dans les solvants organiques.
% Mode opératoire d’extraction :

L’extraction a été réalisée par macération sur un matériel végétal séché et broyé. Cette
opération consiste a épuiser le matériel végétal au contact d’un solvant.

Dans le présent travail, nous avons réalisés deux extractions distinctes ; dans la premiere
nous avons ciblé le solvant qui donne le meilleur rendement d’extraction. Pour la deuxiéme nous
avons procédé a une extraction avec une plus grande quantité de la plante qui sera utilisé pour la
partie formulation.

s 1°" protocole d’extraction :
20g de matériel végétal ont été extraits a raison de 1/10 (P/V) par différents solvants : le
méthanol a 96%, 1’éthanol a 96% et I’hydro-éthanolique & 70% (v/v) de telle fagon que le solvant
couvre totalement le matériel végétal pendant 72 heures avec filtration et renouvellement de sol-
vant chaque 24 heures a la température du laboratoire. Aprés filtration, le filtrat est évaporé a sec

sous pression réduit a 40°C a 1’aide d’un rota-vapeur (Figure 2.4).

Figure 2.4: Concentration de filtrat au rota-vapeur.
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% Deuxieme extraction :
737 g de matériel végétal ont été extraite par 3 x 1500 mL du solvant ; hydro-éthanolique
a 70% (v/v) selon le 1°" protocole.
Les extraits récupérés par les deux protocoles sont peses et conserves dans des flacons

ombrés hermétique a basse température et a 1’abri de la lumiere pour éviter toute dégradation.

2.4.3.1 Rendement des extractions

L’¢évaluation du rendement de chaque extrait a ét¢ déterminée selon 1’équation suivante

2.3: Me
R(%) = - X 100.. 23

. R (%) : Rendement de I’extrait (%).
. Me : Masse de I’extrait brut (g).
. Ms : Masse du matériel végétal sec.

2.4.4  Analyse quantitative des extraits
2.4.4.1 Dosage des polyphénols totaux
% Principe :
La teneur en polyphénols est déterminée par spectrophotométrie UV-Visible en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu.

Le mélange d’acide phosphotungstique (H3PW19 040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO19 O40) est réduit, lors de 1’oxydation des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de
tungstene (W80g 3) et molybdéne (MO8Og 3). La coloration produite, dont I’absorption maximum
est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
les extraits végétaux [56].

% Protocole

100 mg de I’échantillon sec pulvérisé ont été pesés et extraits avec 10 ml d’une solution
d’un mélange méthanol-eau (80 : 20 V/V) de méthanol et d’éthanol avec macération pendant 24h.
L’aliquote (2 ml) d’extrait est centrifugé a 3000 rpm pendant 25 min si possible.

A un volume de 0.2 ml d’extrait (dilué 10 fois) est ajouté a 1 ml de la solution de Follin-
Ciocalteu (dilué dix fois dans 1’eau distillée). Apres agitation, 0.8 ml de la solution de Na,CO3
(7.5%) est ajouté a ’ensemble. Apres 2 h d’incubation a la température ambiante, I’absorbance a

¢été lu a 765 nm contre un blanc (méme solution sans la solution d’échantillon) [57].
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s Expression des résultats :
Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire, établie avec des concentrations précises de 1’acide gallique comme Standard
de reférence (0-200 pg/ml) dans les mémes conditions que les extraits. Les résultats ont été

exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (LgEAG/mg).

2.4.4.2 Dosage des flavonoides
s Principe :

La formation d’un complexe jaunatre, lors de I’ajout du chlorure d’aluminium, est due a
la fixation des ions Al3+ sur les atomes d’oxygene, présents sur les carbones 4 et 5 des flavo-
noides. La quantité des flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon le flavonoide
prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour la détermina-
tion de la teneur des flavonoides dans un échantillon.

% Protocole :

La teneur des flavonoides totaux dans les différents extraits est mesurée par la méthode
colorimétrique de chlorure d’aluminium.

1 ml de I’échantillon (dilué10fois) est ajouté a 1 ml de la solution d’AlClz (2% dans le
méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Aprés 10 min d’incubation, 1’absorbance est lue
a 430 nm contre un blanc (méme solution sans la solution d’échantillon) [58].

s Expression des résultats :

Une courbe d’étalonnage est établie avec la quercétine (0-40 pg/ml), comme standard de

référence, servira a la quantification des flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimee en

microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (LgEQ/mg).

2.5 ACTIVITE BIOLOGIQUE

2.5.1 Evaluation de I’activité anti-oxydante
L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Le DPPH
(2,2-diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a

517nm. En présence de composés antiradicalaires, il est réduit en virant au jaune [59].
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2.5.1.1 Protocole expérimental
»  Solution DPPH
La solution méthanoique du radical DPPH a éte préparée en dissolvant 2,9 mg de DPPH
dans 100 ml de MeOH, puis dilué avec du MeOH jusqu’a ajuster la valeur de 1'absorbance a 0,800
+ 0,030 (A=515 nm). La concentration exacte de la solution est calculée par interpolation de la
valeur de l'absorbance dans la courbe d'étalonnage du radical DPPH (y = 0.1121x + 0.0055, R? =
0,999) [25] [60].
»  Leblanc
Le blanc a été prépare a partir de 2,4 ml de la solution méthanoique du radical DPPH et
1,2 ml de MeOH. Une solution méthanoique (2,4 ml) du radical DPPH (7,09 x 10-5 M) est
mélangée directement dans une cuve UV en quartz avec une solution méthanoique (1,2 ml). La
mesure de I’absorbance a 517nm est prise apreés 15min d’incubation a 1’obscurité.
»  L’échantillon
Une solution méthanoique (2,4 ml) du radical DPPH (7,09 x 10-5 M) est mélangee
directement dans une cuve UV en quartz avec I’extrait alcoolique (1,2 ml) de I’échantillon a
évaluer, préparée en trois essais, agitée et maintenue a température ambiante et dans I'obscurité
avant de prendre la mesure de I’absorbance dans un spectrophotometre a 515nm. Les mesures sont
prises apres 15 minutes. Laréduction du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette

a la couleur jaune.

2.5.1.2 Détermination de L’inhibition du radical DPPH
La moyenne sur trois essais des pourcentages de I’inhibition du radical libre de DPPH a
été calculé a partir de I’équation 2.4 [61]:

IR(%) = (%) x 100 .. c.4)

t

. IR: Percentage inhibition (%)
. A:. Absorbance de témoin (t=0 min)
. Ac . Absorbance de 1’échantillon (t=15 min).

< Calcul des concentrations " IC_ "
IC,, aussi appelée EC, (concentration efficace 50), permet de calculer la concentration

de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Elle est calculée
graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des extraits utilisés.
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2.5.2 Etude de ’activité antibactérienne

Il existe diverses méthodes pour 1’évaluation de I’activité antimicrobiennes ; méthode de
diffusion au milieu solide, méthode de diffusion au milieu liquide, néanmoins dans notre travail
on va s’intéressés a la méthode de diffusion en milieu gélosé.

La méthode de diffusion sur discs, également appelé méthode de diffusion sur milieu
d'agar, consiste a mesurer in vitro I'effet antibactérien des extraits et des huiles essentielles. Cette
méthode est équivalente a un antibiogramme, dans ce cas l'antibiotique est remplacé par les huiles

essentielles ou les extraits.

2.5.2.1 Matériel microbiologique
Les informations concernant les souches bactériennes testés dans notre présent travail sont

détaillées dans le Tableau 2.4.

Tableau 2.4 : Souches bactériennes étudiées.

Souche de

e Fournisseur
référence

Souches Caractéristiques

Cocci a Gram+ ubiquitaire,
commensal de I'homme et se
révele étre pathogéne
opportuniste. Responsable
Staphylococcus aureus d’infections  nosocomiales, | ATCC 29213
d’intoxications alimentaires et

e o CHU de Tizi
sa résistance aux antibiotiques Ouzou
est parfois un grand probleme (laboratoire de
pour le traitement des patients microbiologie)

Bacille aérobie et Gram- que
I’on trouve couramment dans

Escherichia coli le tube digestif de Iétre | ATCC 25922
humain et des animaux a sang
chaud.

2.5.2.2 Procédure expérimentale
Le test de sensibilité des bactéries aux différentes fractions des extraits est realisé in vitro
par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Les différentes souches bactériennes sont repiquées
par la méthode des stries sur gélose Mueller Hinton, puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 24
heures. A partir de ces cultures jeunes, des colonies pures sont isolées pour préparer I’inoculum
bactérien. Chaque colonie est mise en suspension dans 2.5 ml d’eau distillée stérile.
L’ensemencement de I’inoculum est réalis¢ par écouvillonnage en effectuant des stries

serrées sur la gélose. Cette opération est répétée 3 fois en tournant la boite de 60°.
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Des disques stériles de papier Watman de 6 mm de diameétre, sont imprégnés de 10 pl.
Tous les disques sont déposes délicatement sur le milieu gélosé ensemencé prealablement avec
une suspension bactérienne des souches testées. Apres incubation & 37° C pendant 18 & 20 heures,
les diamétres des zones claires d’inhibition autour des disques sont mesurés en mm [62]. Un
extrait est considéré comme actif s’il produit une zone d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm.
Une zone d’inhibition supérieure a 14 mm correspond a une activité antibactérienne tres

significative [2].

2.6 FORMULATION GALENIQUE

Dans notre étude deux formulations distincts sont préparées a base des racines de

Carthamus caeruleus L ; une formulation traditionnelle et une formulation pharmaceutique.

2.6.1  Formulation de la créme traditionnelle

Les racines de Carthamus caeruleus sont lavées, nettoyées et épluchés. Les racines sont
ensuite introduites dans un récipient rempli d’eau de tel sorte qu’elles soient émergées. L ensemble
est porté en décoction pendant 2 a 3 heures. Aprés décoction, les racines sont séparées du
surnageant (Figure 2.5) sur du tissu mousseline écrasées et mélangées avec le surnagent.

La préparation est ensuite décantée dans une boite hermétique a une température de 5° C

pendant une journée.

Figure 2.5 : Décocté des racines de Carthamus caeruleus.

2.6.2  Formulation de la pommade pharmaceutique
Deux formulations sont préparées ; une pommade a base d’extrait hydro-éthanolique & 10

% et une pommade a base d’huile essentielle a 0.2 % des racines de la plante.

Fondre une petite quantité de vaseline blanche dans un mortier en verre, sous bain-marie,
puis ajouter la quantité de 1’huile essentielle ou d’extrait hydro-éthanolique et mélanger le tout

jusqu’a homogénéisation.
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Retiré le mélange de bain-marie et ajouter le reste de la vaseline a petite quantité et trituré
manuellement jusqu’a parfaite homogénéisation de la pommade et refroidissement de la texture

(Figure 2.6). La proportion de chaque ingrédient est citée dans le Tableau 2.5.

Tableau 2.5 : Ingrédients des pommades formulées

Quantiteé (g)
Composants A base d’hydro- A base d’huile Fonction
EtOH essentielle
Vaseline blanche 90 (gsp) 99.8 (gsp) base
Extrait 10 0.2 Principe actif

Figure 2.6 : Préparation de la pommade pharmaceutique.

2.6.3  Contro6le qualité
Afin de s’assurer de la bonne qualit¢ des pommades formulées, les tests suivants sont

effectueés :
< Examen macroscopique :

Cet examen consiste a définir les caracteres organoleptiques de la formulation (odeur,
couleur, aspect) ainsi que la réalisation d’un test d’étalement (absence d’agrégats visibles a I’ceil

nu, et une bonne diffusion a travers la peau).

«  Mesure du pH

Le pH de la pommade est déterminé par un pH métre. La pommade est dissoute dans de

I’eau distillé chaude a une proportion de 1/10 pommade/eau.
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X Examen microscopique

La vérification de I’homogénéité de la pommade a été vérifiée en utilisant un microscope
photonique avec un zoom de 40-10. Le critere de qualité étant de vérifier la bonne dispersion du

principe actif dans la phase (excipient).

2.7 ETUDE PRE-CLINIQUE :

Cette étude a éte réalisée au laboratoire de pharmacotoxicologie du Centre de Recherche
et Développement du groupe Saidal (CRD) d’Alger sous la direction du Dr BELMADHI Asma.
Le protocole suivit est interne au CRD Saidal.

2.7.1 Etude de P’activité cicatrisante : induction d’une briilure

D Constitution des lots d’animaux :

L’étude a été faite sur des rats Wistar albinos male provenant de I’ Animalerie de I’institut
pasteur a Alger. Le poids moyen des rats utilisés est de 263 + 33g. Les rats ont été constitués en
lot de 5 comme suit (Tableau 2.6) :

Tableau 2.6 : Constitution des lots d’animaux.

Lots Lot témoins | Lot référence | Lotessail Lot essai 2 Lot essai 3
Quantité 5 rats 5 rats 5 rats 5 rats 5 rats
Pommade a
Produit Aucun (Biafine®) Pommade & | base d’extrait Creme
utilisé traitement base de I’'HE hydro- traditionnelle
éthanolique

Chaque rat des différents lots, a été identifié, étiqueté et pesé. Ils ont été, ensuite, mis a jeun

pendant 16 h avant I’injection d’anesthésie chirurgical (anesthésie générale).

2.7.1.1 Expérimentation
o 1° étapes :

Les rats des différents lots constitués la veille, sont anesthésiés par un une injection
intramusculaire (IM). Le produit utilisé est : la kétamine® HCL a raison de 100mg/kilogramme
(Figure 2.7).
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Figure 2.7 : Kétamine HCI.

Aprés I’anesthésie générale, on procede a I’épilation de la zone dorsal a 1’aide d’une
tondeuse (Figure 2.8), en plagant I’animal dans une position en décubitus suivit d’une

désinfestation de la zone épilée par un produit antiseptique (la Bétadine®).

Figure 2.8 : Injection d'anesthésie par IM et épilation dorsal des rats.

o 2¢me étapes : Induction de la bralure

Faire chauffer une masselotte de diamétre de 19.65 mm a I’aide d’une résistance
électrique a une température de 100 +5° C, ensuite, sur la zone épilée, placer la masselotte au

centre de la région dorsal de I’animal, pendant une durée de 20 secondes.
o 3¢me étapes : Application des différentes pommades

L’application des pommades sur la zone de la briilure induite, est effectué¢ chaque jour,
pendant 21 jours (Tableau 2.9).

35



Chapitre 2 Matériel et méthode

Figure 2.9 : Induction de la brdlure par la masselotte.

2.7.1.2 Evaluation macroscopique clinique de la bralure.
L’évaluation macroscopique clinique de la brilure sur chaque rat des différents lots, est
évalué sur une fréquence de deux jours, afin de déterminer I’évolution clinique de la plaie. La

classification sémiologique de la brilure des plaies est détaillée dans I’annexe 2.

2.7.1.3 Evaluation de la douleur selon la cotation
L’évaluation de la douleur par illustration de mesure d’échelle de la douleur, est détaillé

dans I’annexe 2.

La technique consiste a mettre une légere pression par I’index sur la zone brilée de

I’animal puis interpréter les différents signes : cris, agitations...etc.

2.7.1.4 Evaluation pondérale
Peser chaque rat des différents lots chaque J puis faire un tableau d’observation
clinique, et noter I’agitation ainsi que les selles notamment la diarrhée afin de suivre 1’évolution

de la santé de 1’animal.

2.7.2  Evaluation du processus cicatriciel
L’évaluation de I’évolution de processus cicatriciel se fait par étude planimétrique digital

qui consiste en une prise de photographies des plaies en chaque 2 jours.

Pour quantifier le résultat de la cicatrisation, on fait I’évolution des surfaces des plaies a

I’aide d’un logiciel de traitement d’image (Mesurim®).
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Le calcul du pourcentage de rétraction des surfaces des plaies se fait selon la formule 2.5 :

S0—Sj

PRP(%) = ( ) x 100...(2.5)

So

. PRP (%) : pourcentage de la rétraction de la plaie (%)
. So : surface de la plaie au jours 0 (mm?)
. Sj : surface de la plaie au jour (j) (mm?)

2.7.3  Traitement statistique
Le test d’analyse statistique utilisé était le one-way analysis of variance (ANOVA). Les
valeurs sont exprimées sous forme de moyennes + écart-type et la différence entre deux groupes

est statistiquement significative si P < 0,05.

2.8 ETUDE HISTOPATHOLOGIQUE

2.8.1 Expérimentation
L’examen histopathologique est effectué¢ au laboratoire anatomo-pathologie a 1’école

national supérieur vétérinaire d’Alger.

e Labiopsie cutanée :

L’euthanasie des rats a lieu le 22°™ jour de I’expérimentation. Des lambeaux cutanés sont
prélevés par excision a 1’aide d’un Ciseaux chirurgical (Figure 2.10), en prenant soin d’entourer
la totalité des plaies. Aprés le prélevement, les échantillons sont fixés dans du formaldéhyde a 10%
puis conservés dans des tubes ECBU. Tous les tubes sont identifiés et étiquetés (animal, lot, jour

de prélévement) (Figure 2.11).

Figure 2.10 : Réalisation de la biopsie cutanée. Figure 2.11 : Tubes ECBU.
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Figure 3.12 : Déshydratation des échantillons dans des bains d’alcools.

e Déshydratation :
Les échantillons sont déshydratés par émersion successives dans différents bains

d’éthanol a degrés croissant (70°- 90°-95°-100°), d’une durée de 60 min, puis éclaircies dans deux

bains de toluene (Figure 2.12).

e Imprégnation et inclusion :
Aprés la déshydratation des échantillons, ils sont imprégnés dans deux bains de paraffine
a 58° C, puis une inclusion définitive est ensuite réalisée  dans des moules en acier inoxydable.
e Lamicrotomie :

Apreés refroidissement et démoulage des blocs de paraffine, on leurs effectuent des coupes
de 4 & 5 um d'épaisseur (grace a un microtome). Ces coupes s'attachent les unes aux autres pour
former un ruban. Quelques coupes du ruban sont étalées sur des lames a l'aide d'eau albuminée,
puis séchés sur une plaque chauffante en platine pour augmenter I’adhérence des coupes sur les

lames.

e Lacoloration :
Deux colorations sont faites ; une coloration a I’hématoxyline-€osine (topographique) et
une coloration au trichrome de Masson (coloration spéciale). Aprés la coloration, des lamelles
sont fixées sur les lames avec une résine adhésive puis I’ensemble est laissé sécher a la température

de laboratoire pour une durée de 24h.

2.8.2 Interpretation des résultats
Le diagnostic histopathologique est fait au laboratoire d’ Anatomo-pathologie de CHU de
Tizi-Ouzou par le Dr.SAIDANI.

38



Chapitre 3

Résultat et discussion




Chapitre 3 Résultat et Discussion

3.1 DETERMINATION DE LA TENEUR EN EAU

La méthode pondérale est utilisée pour déterminer la teneur en eau dans les rhizomes de
Carthamus caeruleus fraichement cueillit. Les racines renferment une teneur en eau relative de
55%.

Il Teneur en eau (%)
= matiere séche (%)

Figure 3. 1 : Teneur en eau relative des racines de Carthamus caeruleus L.

Ce résultat permet de comparer la teneur en eau résiduelle lors de la dessiccation. Les
végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour assurer une

bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % [63].

L’analyse de notre échantillon a révélé un taux d’humidité important de 55%. Cela
signifie approximativement que la moitié du poids de la plante fraiche est constitué¢ par de I’eau
(Figure 3.2). Apreés que le séchage est achevé, le taux d’humidité passe de 100 & 0 %. La teneur

en eau, inférieure a 10% confere a notre plante séché une meilleure conservation a long terme.
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Figure 3.2 : Perte en masse d’eau dans les racines de la plante en fonction du temps.
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3.2 ETUDE PHYTOCHIMIQUE

3.2.1  Huiles essentielles

3.2.1.1 Caractéres organoleptiques des huiles essentielles de Carthamus caeruleus
Les caracteéres organoleptiques de I’HE des racines de Carthamus caeruleus L obtenus
par hydrodistillation sont regroupés dans le Tableau 3.1. La Figure 3.3 représente un échantillon

de ’extrait d’huile essentielle.

Tableau 3.1 : Caracteres organoleptique de I'HE des racines de Carthamus caeruleus L.

Caractéristique Carthamus caeruleus L.
Aspect Liquide limpide visqueux
Couleur Jaune foncé

Odeur Une odeur fraiche de cardon
Saveur Fortement piquante

Figure 3.3: L'HE de Carthamus caeruleus L.

3.2.1.2 Rendement de ’HE extraite
Les rendements des extraits de I’HE par hydrodistillation des deux parties de la plante

(feuilles et racines) sont représentés dans le Figure 3.4.

Au vu de ces résultats, il apparait que le rendement moyen en HE obtenu par

hydrodistillation est important et presque identique pour les deux parties de la plante.
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Figure 3.4: Rendements de I'HE des feuilles et racines.

Dans le Tableau 3.2 nous avons regroupé certains résultats des travaux antérieurs réalisés

sur la méme plante ainsi que les facteurs endogénes et exogenes pouvant fluctuer le rendement
d’extraction de I’HE.

Tableau 3.2 : Différents travaux réalisés sur I'HE de Carthamus caeruleus L.

Auteur Récolte Rendement (%)
Période Lieu Feuilles Racines

AEEEe (L)) Mai El-Ekseur (Bejaia) 013 0,19

Bereksi (2016) [65] Mars Beni-Snous (Tlemcen) - 0,21
2l (AL0e) e BouAndas (Sétif) i 0,0290

D'apreés les résultats cités dans la littérature, il est bien évident que la Carthamus caeruleus
L. renferme peu d'HE [0.02-0,21%]. Les résultats obtenus dans ce travail sont compris dans
I’intervalle cité. Cette différence pourrait étre expliquée par le choix de la période de récolte car
elle est primordiale en termes de rendement et qualité de I'HE. Le climat, la zone géographique, la
génétique de la plante, I'organe de la plante utilisé, le degré de fraicheur, la période de séchage, la
méthode d'extraction employée, etc. Ce sont des facteurs entre autres qui peuvent avoir un impact
direct sur le rendement en HE.

Le rendement d’extraction en HE de la menthe poivrée est plus important en période de
floraison. De méme pour la sauge (Salvia officinalis L.), I’évolution de I’huile essentielle suivie sur
15 mois du cycle de la plante montre que le rendement maximal est obtenu en novembre [67].

S’il est difficile d’expliquer ’origine de ces variations au fil des saisons, elles montrent
néanmoins, qu’il est possible de connaitre les variations dans la composition chimique d’une huile
essentielle a travers les saisons et donc de definir le meilleur moment pour la récolte.
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3.2.1.3 ldentification et analyse de I’huile essentielle par CPG/SM :

L’analyse qualitative et semi-quantitative des essences extraites par hydrodistillation a été
effectuée par CPG/SM en impact électronique (IE) sur une phase stationnaire apolaire HPsMS
(Poly méthyle siloxane, 30m x 0,25mm x 0,25um). L’identification a été réalisée par comparaison
avec les spectres de masse déja référenciés et a ceux de la banque de spectres (Nist et Wiley 07).
L’injection des n-alcanes, sous les mémes conditions opératoires nous a permis de calculer les

indices de rétention de tous les pics.

Les composés identifiés, leurs indices de rétention ainsi que leurs teneurs relatives sont
reportés dans le Tableau 3.3 Pour la détermination semi quantitative des constituants, nous avons
admis que le détecteur a ionisation de flamme réagissait de maniére identique a tous les composés
et que leurs coefficients de réponse étaient tous égaux a I’unité. Le chromatogramme obtenu est

représenté en (annexe 3).

L’analyse par CPG-MS nous a permis d’identifier 32 constituants, représentant 95,23%
de la composition totale de ’'HE. D’une manicre générale, ’huile essentielle contient des
hydrocarbures mono et sesquiterpéniques en quantité moindre, alors que les dérivés oxygénes
comptent parmi leurs constituants majoritaires. L’étude montre une prédominance du méthyl
linolénate (77,69 %), suivi de pentadecene (3.06 %), trans-B-farnesene (2.92%), trans
caryophyllene (2.01 %), caryophyléne oxyde (1.40 %), 5-cadinene (1.25 %) et le cadina-1,4-diene
(1.00 %), les autres composés sont a I’état de traces.

Le linolénate de méthyle est un ester méthylique d'acide gras, désigné par le sigle
(EMAG), dérivé de I'acide alpha-linolénique, Il joue un role de métabolite de plante et d’attractif
pour les insectes [68]. On le trouve aussi en quantité dans I’huile de lin qui contient du méthyl

linolénique et de I’acide linolénique [69].

Une étude a montrer son efficacitt comme produit anti-mélanogénese (produit
dépigmentant pour la peau) et il pourrait étre utilisé comme agent de blanchiment dans les
cosmétiques et est un potentiel traitement des troubles d’hyperpigmentation en clinique [70]. Il
inhibe également la prolifération des champignons (saccaromyces cerevisiae) quand il est irradié
par ’'UV [71].

En revanche, le linolénate de méthyle s’auto-oxyde rapidement avec 1’air, qui donne des
hydropyroxyde de méthyl linolénate, une molécule photosensible et thermosensible qui donne a

son tour de I’octanoate de méthyl, utilisé généralement comme produit odorant.
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En contrepartie, la molécule d’octanoate de méthyl est trés irritante pour la peau, ceci doit
nous mettre en garde contre 1’utilisation directe de I’HE de la plante sur la peau, une fois qu’elle a
été exposée a I’air et a la chaleur [72]. Ajoutant a cela la présence du pentadécene qui est un
hydrocarbure de la famille d’acyle gras, un composé¢ tres irritant pour la peau et les yeux méme a

de faible quantité [73].

Il est a signalé que des individus de la méme espéce botanique, ayant le méme génome et le
méme phénotype (chemotype), peuvent présenter des différences significatives au niveau de leur
composition chimique. Celle-ci est due a I’influence de nombreux facteurs autres que la détermination

génétique, comme la qualité du sol, le climat, I’altitude, I’hygrométrie, etc [67] [74].

Tableau 3.3 : Composés chimiques de I’HE de Carthamus.C obtenus par CPG/SM.

N° Composés IR % | N° Composés %

1 a-pinene 933 | 0.05 | 17 alloaromadendrene 1466 | 0.11
2 camphene 947 | 0.01 | 18 Y -gurjunéne 1472 | 0.09
3 sabinéne 971 | 0.02 | 19 y-muroléne 1480 | 0.48
4 B-pinéne 973 | 0.02 | 20 D germacréne 1484 | 0.36
5 a-phellandréne 1001 | 0.31 | 21 pentadecene 1491 | 3.06
6 a- terpinene 1015 | 0.11 | 22 a-murolene 1503 | 0.38
7 p-cymene 1024 | 0.05 | 23 y -cadineéne 1515 | 0.76
8 B-phellandrene 1029 | 0.09 | 24 d-cadinene 1527 | 1.25
9 y-terpinene 1058 | 0.04 | 25 cadina-1,4-diene 1533 | 1.00
10 Cyclosativene 1371 | 0.47 | 26 a -cadinéne 1515 | 0.16
11 a-copaene 1375 | 0.69 | 27 B-calacoréne 1566 | 0.05
12 sativéne 1394 | 0.04 | 28 | Oxyde de caryophyléne | 1583 | 1.40
13 Cyperene 1401 | 042 | 29 hexadecene 1591 | 0.14
14 a-Gurjunéne 1410 | 0.39 | 30 8-epi-y-eudesmol 1626 | 0.21
15 | trans caryophyllene | 1417 | 2.01 | 31 méthyl linolénate 1658 | 77.69
16 trans-p-farnesene 1458 | 2.92 | 32 heptadecene 1692 | 0.45

3.2.2  Screening phytochimiques :
Les tests de caractérisation phytochimique, des infusés des feuilles et des racines ainsi
que I’extrait des racines, sont regroupés dans le Tableau (3.4). 17 groupes chimiques ont été testés

dans ce travail.
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Les résultats montrent que les racines de Carthamus caeruleus L sont riches en
polyphénols, glycoside cardiaque, terpenoides, flavonoides, flavonoides libres, quinones libres,
coumarines, dérives anthracéniques libres, stérols et triterpénes ainsi qu’en O-Hétérosides a génine
réduite et en C-hétérosides pour I’infuser et I’extrait. Alors que les saponosides sont mis en

évidence que dans I’infusé de racine et les coumarines dans 1’extrait.

Tableau 3.4 : Résultats de test phytochimique sur la plante Carthamus caeruleus L.

Tests phytochimiques Infuse Extrait méthanoique
Feuilles  Racines

Glycosides cardiaques + + +
Tanins + - -
Anthocyanes - - -
Polyphénols + + +
Terpénoides + + +
Flavonoides + + +
Flavonoides libre + + +
Leucoanthocyanes + - -
Saponosides - + -
Quinones libres + + +
Coumarines + - +
Dérivés anthracéniques libres + + +
Alcaloides - - -
Stérols et tri terpénes + + +

Hydrodistillation

Anthraquinone - - -
O-Hétérosides a génine réduite + + +

C-Hétérosides + + +

Comparer aux résultats obtenus par (Benhamou ; 2013), nous remarquons la mise en
évidence des alcaloides et des leucoanthocyanes qui sont absents dans notre étude. Les tanins, les
anthocyanes et les anthraquinones sont négatifs. Cette différence peut étre liée aux protocoles

experimentaux utilisés et aux chimiotypes des deux plantes.
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Les feuilles de Carthamus non étudié a notre connaissance révelent la présence des tanins

et des leucoanthocyanes qui sont absents dans les racines.

Tableau 3.5 : Résultats de test phytochimique de Carthamus Caeruleus L des travails antérieurs.

Substance Résultats Substance Résultats
Saponoside + Leucoanthocyanes +
Coumarine + Anthocyanes -
Alcaloides + Tanins -
Iridoids - Flavonoides +

3.2.3  Rendements des extraits

Afin de choisir le meilleur solvant d’extraction nous avant procédé a une extraction par
macération en utilisant différents solvants. Les résultats des rendements sont illustrés dans le
(Tableau 3.6), (Figure 3.5).

Tableau 3.6 : Rendements des extraits par différent solvants.

Premiére macération (masse utilisée =20 g)

Solvant d’extraction Masse (g) Rendement (%)
Méthanol a 96° 1.038 5,19
Ethanol a 96 ° 0.714 3,57
Ethanol-eau (70 :30) 2.406 12,03

Deuxiéme extraction (masse utilisée =737g)

Ethanol-eau 73.405 9,96

Les résultats décrits dans ce tableau révélent une influence significative du pouvoir

d’extraction du solvant sur le rendement.

Au vu de ces résultats de la premiére extraction le mélange hydro-éthanolique a 70 : 30
(v/v) avec un ratio de 1/10 donne un meilleur rendement (12.03%) comparés aux rendements
obtenus pour les autres solvants. Ainsi notre choix ¢’est porté sur le mélange hydroalcoolique pour

la deuxieéme extraction afin d’avoir un bon rendement pour la suite de notre travail.
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Néanmoins, le changement de ratio en solvant 1/3 au lieu de 1/10 a donné un rendement
beaucoup plus faible (9,96 %), (Figure 3.5). Cette différence peut étre expliquée par la différence
des proportions des ratios dans les deux extractions. En effet un ratio de 1/10 a permis de

solubiliser plus de molécule et de ne pas saturer le solvant approprié [75].

Un rendement de 15,2% a éte signalé pour celle de Sétif (Saffidine ; 2015) pour I'extrait
hydro-éthanoliques (70 :30) avec un ratio 1/10).

151 :
3 12.03 Ethanal (EBI)
T 9.96 Méthanol (EB)
g Ethanol-eau (EB)
g 5.19 Ethanol-eau (EB)
s 51 35
c
2
0

Figure 3.5: Rendements d'extractions de Carthamus caeruleus L.

A priori, nous pouvons dire que le meilleur solvant pourrait étre celui qui donne le plus
grand rendement, or suivant la nature de celui-ci, nous n’obtenons pas le méme type d’extrait.
Certains solvants extraient de la matiére végétale a la fois le principe odorant, les pigments (colo-
rants) et les matieres cireuses. C’est le cas de 1’éthanol qui, en plus de I’huile essentielle extraient
des pigments et des cires. Ceci est di au facteur de polarité, en effet, les composants d’une essence
sont mieux extraits par des solvants de méme polarité. Nous ne pouvons donc pas se baser sur le
rendement global en extrait pour pouvoir affirmer que tel ou tel solvant est meilleur pour 1’extrac-
tion.

En outre, 'addition de 30 % d'eau distillée a 1’éthanol a augmenté de facon remarquable
le pouvoir extractant. Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont révele
que les solvants mixtes sont trés efficaces a extraire les polyphénols. L’utilisation de solvants
mixtes aboutit a un fort enrichissement des extraits en polyphénols.

La supériorité des solvants mixtes seraient dues a I’augmentation de la solubilité des
polyphénols par modulation de la polarité du solvant organique. L’éthanol en combinaison avec

I’eau permet une meilleure extraction des polyphénols totaux.
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3.2.4  Dosage des biomolécules

3.2.4.1 Teneur en polyphénols totaux

La variabilité des teneurs des polyphénols des racines de la Carthamus pour chaque
extrait est calculée a partir de 1’équation de régression d’une gamme d’étalonnage en milieu
aqueux (0 & 100 pg/ml), établie avec I’acide gallique dans les mémes conditions opératoires que
les extraits (Figure 3.6). Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique

par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

1 y = 0,0082x + 0,0971 .

R?=0,9919

0,8
0,6
0,4

0,2

Absorbance a 765nm

0

0 50 100 150

Concentration (pg/ml)

Figure 3.6: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats du dosage des polyphénols des différents extraits (éthanol et méthanol-eau)
sont regroupeés dans la Figure 3.7. La teneur moyenne en polyphénols obtenue avec I’extrait étha-
nolique (102,5 mg EAG/Q) est largement supérieure a celles obtenue par Arroudj (2017), (17,56
mg EAG/g). Néanmoins, cette teneur est relativement faible par rapport a celle donnée par Tou-
bane (2017), (190. 98 mg EAG/g d’extrait). Par contre I’extrait hydroalcoolique présente une trés
faible teneur en polyphénols totaux (12,5 mg EAG/g).
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Figure 3.7 : Teneur en polyphénols dans les extraits de Carthamus. C.
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3.2.4.2 Teneur en flavonoides :

La concentration des flavonoides totaux pour chaque extrait est calculée a partir de
I’équation de régression d’une gamme d’étalonnage en milieu aqueux (0 a 20 pug/ml), établie avec
la quercétine dans les mémes conditions opératoires que les extraits (Figure 3.8). Les résultats
sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g

d’extrait).

0,8
0,6

0,4

Absorbance a 430 nm

0,2 *

0 5 Concéftration (pgl/ml) 20 25

Figure 3.8 : Courbe d'étalonnage de la quercétine.

La Figure 3.9 illustre les résultats du dosage des flavonoides des différents extraits

(méthanol, éthanol et méthanol-eau).

Contrairement aux polyphénols la teneur des flavonoides est plus importante pour I’extrait
hydro-méthanoique que 1’extrait méthanol et éthanol. Néanmoins, la teneur pour les trois extraits

reste largement supérieure a la teneur citée dans la littérature (4.40 ug EQ/mg).
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Figure 3.9 : Teneur en flavonoides dans les extraits de Carthamus. C.
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Cette différence peut étre attribuée a divers facteurs endogénes et exogénes de la plante ;
facteurs environnementaux, facteurs liés au séchage et la période de récolte, méthode

d’extraction...etc.).

3.3 ACTIVITE BIOLOGIQUE

3.3.1 Evaluation de ’activité antioxydante :

L’activité antioxydante a été évaluée en spectrométrie UV par le test du piégeage du
radical DPPH stable par les différents extraits de la Carthamus caeruleus L) ainsi que celle de
I’acide ascorbique (référence) aprés quinze minutes de réaction a A=515nm des solutions
méthanoliques des extraits. Les solutions a testé sont préparé sur des gammes de concentrations
allons de (125-500ug/ml) pour le méthanol et 1’éthanol et (10-50ug/ml) pour le éthanol-eau.

La solution de DPPH fraichement préparée est d’une couleur pourpre (Amax = 515 nm)
cette solution vire progressivement vers une couleur jaune en présence d’un bon donneur

d’hydrogene, c'est a dire, un puissant antioxydant.

Ce test est largement utilisé par la communauté scientifique dans les cas d’étude
comparatifs. Les valeurs des activités pour différentes concentrations et les résultats qui
représentent la moyenne sur trois essais sont regroupés dans le Tableau 3.7.

Les pourcentages de capture du radical (% CR) ont été calculés a partir de la relation (2.4).

Tableau 3.7 : Activité antioxydante et pourcentage d'inhibition du radical DPPH.

Solvant Concentration IR% Equation R? 1Cs0 = DS(ng/ml)

125 46

Méthanol 250 64 y =24,500x + 19,333 0,9771 125,171
500 95
125 65

Ethanol 250 73 y = 0,044x + 60,500 0,9758 -

500 82
10 7,9
20 26

Ethanol-eau y =2,222x - 14,549 0,9889 29,049
25 38
50 99
25 77

Acjde ascorbique 50 83 14

100 97
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Le pouvoir antioxydant (Tableau 3.7) est exprimé par la concentration inhibitrice de 50% des
radicaux appelée ICso. Ces grandeurs ont été déterminées graphiquement a partir des droites

présentées sur la Figure 3.10 par régression linéaire des pourcentages d’inhibition IR 5o,

100~ , ,
® Extrait méthanolique

m  Extrait Ethanoique
A Extrait hydro-éthanolique

50

(%) d'inhibition de DPPH

0 200 400 600
[C] (ug/mL)

Figure 3.10 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH.

La concentration inhibitrice minimale (Clsp) est inversement liee a la capacité
antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur de CEsp est basse, plus I'activité antioxydante
d'un composé est grande.

Les résultats montrent que le radical libre DPPH est efficacement inhibée par les
concretes testés. Cette activité augmente évidement avec la concentration en extraits. En effet, la
capacité anti-radicalaire la plus élevée est trouvée pour I’extrait éthanol-eau avec plus de 99 %
d’inhibition pour une concentration de 50 pg/mL comparer a 1’acide ascorbique dont le
pourcentage d’inhibition est de 83% pour la méme concentration. Alors que, les extraits a 1’éthanol
et méthanol le pourcentage n’excedent pas 50% pour une concentration de 125 pg/mL.

L’extrait éthanol-eau possede une capacité de neutralisation du radical libre DPPH
puissante, puisqu’il agit a une trés faible dose 29 pug/mL. En comparaison avec les travaux
antérieur, il est a signalé que nos résultats sont en accord avec ceux publié par Toubane (2017).
Par contre, Arroudj (2017), signale une activité anti oxydante de ’ordre de (238,413 *
14.17ug/ml) pour I’extrait hydro-éthanolique.

Les valeurs de 1’ICsg obtenues pour nos extraits (151 pg/mL pour I’extrait méthanoique
et 29ug/mL pour I’extrait hydro-éthanolique indiquent une activité antioxydante trés importante.
Il est clair que la faible teneur en flavonoides dans I’extrait méthanoique et éthanolique est liée a

la faible activité antioxydante enregistrée par ces extraits.
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3.3.2  Etude antibactérienne :

L'activité antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle de la plante est basée sur la
méthode de diffusion en milieu gélose Mueller Hinton agar. Elle est évaluée en termes de diametre
de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits et I’huile a testés vis-a-vis de deux
germes pathogenes est donnée dans le Tableau 3.8. L’échelle d'estimation de 'activité est classée
par les diametres d'inhibition de la croissance microbienne en cing classes [76, 20].

Trés forte inhibition : D > 30 mm

Forte inhibition : 21 mm< D <29 mm
Moyenne inhibition : 16 mm < D <20mm
Légeére inhibition : 11 mm < D <16mm
Pas d’inhibition : D < 10 mm

YV V YV VY V

Les résultats consignés dans le Tableau 3.8 montrent que I’huile essentielle des racines
de C.C présente une puissante activité inhibitrice sur la souche staphylococcus aureus avec un

diamétre d’inhibition trés grand (108 mm).

Tableau 3.8 : Diamétre (mm) des zones d’inhibition des différents extraits et de I’huile essentielle des

racines de Carthamus caeruleus.

Zone d’inhibition (mm)

Souches bactérienne

HE Méthanol Ethanol Ethanol-Eau
Staphylococcus aureus 108 16 14 8
Escherichia coli 12 - 6 -

Escherichia coli compte un diametre d’inhibition moins faible (12mm). 1l avére que les
extraits par solvant n’ont pas une activité antimicrobienne significative vis-a-vis de la souche
Escherichia coli. Le staphylococcus aureus, par contre est moyennement inhibé pour les extraits
par solvant, alors qu’il ne présente aucune inhibition pour I’extrait hydroalcoolique.

Les travaux sur la Carthamus montrent que les huiles essentielles de cette espece
n’exercent qu’une faible activité (10 mm) sur le staphylocoque aureus et Escherichia coli [66, 75].
Ce n'est pas le cas pour notre huile essentielle qui est riche en ester, dont le composé majoritaire
est le méthyle linolénate (77,69%).
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L'activité biologique d'une huile essentielle est liee a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des principaux composes et aux effets synergiques possibles de ces
constituants. Concernant 1’activité antibactérienne des extraits méthanoiques et éthanoliques nos
résultats sont similaires a ceux signalés par ces derniers. Les polyphénols, tels que les flavonoides
ont un large spectre antimicrobien, probablement les extraits de la racine de la Carthamus ne
renferme pas ces composés ce qui explique sa faible inefficacité pour Escherichia coli et son

inhibition moyenne pour Staphylococcus aureus.

3.4 FORMULATION

3.4.1 Contro6le qualité des pommades
Les résultats obtenus du control qualité des pommades a base d’extrait hydro-éthanolique

et de I’huile essentielle sont consignés dans le Tableau 3.9 :

Tableau 3.9 : Contrdle qualité des pommade formulées.

. Examen Mesure
Examen macroscopique . .
microscopique de PH
- Couleur : marron (la couleur de I’extrait
Pommade a (Fig 3'12,) . - Bonne dispersion
base d’extrait | Odeur :,1 c’)fie,ur de I’extrait EtOH). Taille des PH=6.46
- Homogeénéité : bonne,
hydro- : , gouttelettes :
i . . Consistance d’une  pommade K .
éthanoliquea | Test d’étalement : absence d’agrégats homogenes (Figure
10% o ae o gieg 3.11).
visible a I’ceil nu
- Bonne diffusion a travers la peau
- Couleur : blanche (la couleur de la
vaseline,
- Odeur : ’odeur de I’EH de Carthamus). | - Bonne dispersion
Pommade a - Homogénéité : bonne, consistance -Taille des PH=6.64
base de ’HE a | d’'une pommade gouttelettes : ’
0,2% - Test d’étalement : absence d’agrégats homogeénes (Fig
visible a I’ceil nu 3.11)
- Bonne diffusion a travers la peau (Fig
3.12)
- Couleur : jaune péle
- Odeur : odeur de I’huile essentielle
Creme - Homogénéité : bonne
traditionnelle de | - Test d’étalement : absence d’agrégats
C.C visible a I’ceil nu
- Bonne diffusion a travers la peau (Fig
3.12)
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Figure 3.11 : Examen microscopique : (a) pommade a base de I’HE,

(b) pommade a base d’extrait EtOH .

Figure 3.12 : (a) ; Pommade & base d'extrait éthanolique (10%). (b) ; pommade a base d’HE.

(c) ; creme traditionnelle.

35 ETUDE PRECLINIQUE

3.5.1  Apercu général sur le déroulement et les résultats de ’expérimentation

Au cours de la période expérimentale, un seul cas de mortalité a été enregistré : au jour
(JO) lors de I’injection de 1’anesthésie générale dans le lot Témoin. Les causes exactes de cette
mortalité n’ont pas pu étre déterminées ; néanmoins nous avons exclu tout rapport avec le bon

déroulement du protocole en question.

3.5.2  Observations cliniques de I’aspect des brilures

L’induction d’une brilure de troisieme degré s’accompagne de la formation d’une escarre
couvrant la plaie ; la cicatrisation s’effectue au-dessous de 1’escarre, la ré-épithélialisation com-
mence au niveau des berges de la plaie et entraine le décollement progressif des bords de I’escarre,
alors que son centre reste solidement adhérent a la plaie jusqu'a progression de 1’épidermisation
vers le centre de la plaie.

Selon le besoin, nous avons procédé au parage de ces bords décollés, ou a I’élimination

délicate de I’escarre lorsque son adhérence centrale devient faible.
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Ses opérations permettent d’estimer la progression de la ré-épithélialisation au-dessous
de I’escarre. L’élimination des escarres a était fait pour tous les lots, sauf le lot Témoin, dont les
escarres avaient un aspect sec et rugueux et sont restées solidement attacher a la peau jusqu’a des

échéances relativement avancées.

3.5.3  Evaluation macroscopique clinique des bralures

Les résultats d’évaluation macroscopique des plaies des différents lots sont fournis dans
le Tableau 3.10.

Tableau 3.10 : Observation clinique de 1’aspect des brulures chez les différents lots.

Jours | N° Plaie Exsudative Plaie granuleuse Plaie épidermisée
rat | e = Es R T |[Et E2 Bs R T|E E Es R T
1 + + + 4+ + +
Ja 2 + +* + + + + +
3 + +* + + o+ o+ + +
4 ++ +* + + + + +
5 + +** + + + + +
1 +* FHH* +* |+t + +
2 +* ++ +* | ++ + o+t
J8 3 +* +* ++ + + +
4 $x%x ++ + + + +
5 +* +++* +* ++ + +
1 S Nalall ++ ++ +
2 ke + + + |+
Jis 3 ++4* ++*  Sekale + + +
4 FxE + ++ |+ +
5 el ++ o+ e+ ++
1 FEIE pREE ek ++ ++
2 +4* ++ o+ +
Joo 3 ++ +  + 4+
4 R i + ++ o+ +
5 i ++ +
E1 : huile essentielle ; E2 : extrait EtOH-eau ; E3 : créme traditionnelle ; R : référence Biafine ; T : témoin
Plaie exsudative : * clair : normal, pouvant étre associé a une infection bactérienne productrices de fibrinolysine ;
** rose ou rouge : lésion capillaire, exsudat hémorragique ; ***vert : présence de pus indique une infection
bactérienne
Plaie granuleuse : + tissu rouge ; ++ Bien vascularisée avec bourgeons ; +++. Tissu rouge, bourgeons charnus
Plaie épidermisée : + montée progressive du bourgeon charnu et ébauche d’épidermisation marginale ; ++ : début
du processus cicatriciel
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. Lot R traité avec la Biafine® :

Le 1% jour les plaies sont fibrineuses et absence d’exsudat, avec un tissu nécrosé au centre.
Le 4°™ jour : plaies granuleuses surplombées d’une croiite fibrineuse séche et adhérente avec un
tissu sous-jacent rouge et exsudatif et pourtour inflammatoire.
Le 8°™ jour : plaies trés granuleuses avec apparition de bourgeon. Les pourtours sont trés suintants
avec desquamation aux berges des plaies.
Le 15°™ jour : apparition de bourgeon charnu avec un exsudat modéré d’un aspect clair et fin, et
ré-épithélialisation au pourtour de la plaie. A partir du 15°™ jour le processus d’épidermisation

s’observe plus nettement.

. Le lot E1 traité avec la pommade de I’HE :

Le 1°" jour, les plaies sont exsudatives et suintantes avec un écoulement séreux modéré et
un cedéme inflammatoire trés avancé (gonflement, chaleur, rougeur et douleur)
Le 4°™ jour, toutes les plaies sont d’un aspect granuleux +/++ avec apparitions des squames dans
la peau péri-lésionnelle et un érythéme au lit de la plaie, avec un exsudat fibrineux dans la berge
de la plaie.
Le 8™ jour, un important bourgeon charnu apparait, avec présence d’un tissu fibrineux au
pourtour de la 1ésion. L’aspect des lits des plaies est d’un rouge tres vif avec un faible exsudat,
signe d’une angiogeneése trés avancée. Un début de ré-épithélialisation au pourtour de plaie a été
remarqué dés le 8™ jour.
A partir du 15°™ jour, toutes les plaies étaient dans un stade de ré-épithélialisation trés avancé et

début de la cicatrisation proprement dite.

o Le lot E2 traité avec la pommade d’extrait EtOH-eau :

Le 1 jour, les plaies sont nécrosées avec un faible exsudat et apparition de pus aux berges
de la plaie.
Le 4°™ jour : observation d’un important cedéme inflammatoire et induration pré-lésionnel, avec
un tissue nécrosé noiratre au centre des plaies. Les plaies sont exsudatives avec un faible
écoulement séreux d’un aspect clair.
Le 8™ jour : plaies trés suintantes avec un écoulement rose-rouge, (signe d’une Iésion cutané) et
apparition d’un bourgeon hypertrophique.
Deux cas d’infections ont €tés observés au cours de I’évolution des plaies.
Le 15°™ jour : apparition d’un tissu fibrineux aux berges de la plaie avec un important écoulement
séreux d’une couleur opaque. Le début de processus de ré-epithélialisation a était observé tres

tardivement pour le lot E2.
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. Lot E3 traité avec la creme traditionnelle :

Le 1° jour : observation d’un cedéme inflammatoire, et un tissu trés fibrineux aux berges
de la plaie,
Le 4°™ jour : plaies séches et indurées, sans exsudat apparent, avec début d’apparition des squames
au pourtour.
Le 8°™ jour: plaies granuleuses mais toujours avec une crolite séche et indurées, une
desquamation a été observée sur les berges des plaies avec début de ré-épithélialisation.
Le 15" jour : plaies granuleuse recouvertes d’une crotte séche et dure trés adhérente, avec
bourgeon charnus au centre, et absence d’exsudat apparent. Le processus d’épidermisation est

retardé en comparaison au lot de référence (lot R).

. Le lot T non traité :

Le 1°" jour les plaies sont fibrineuses et cedémateuses avec un tissu sous-jacent granuleux
avec un faible exsudat apparent.
Le 4°™ jour : plaies pratiquement toutes nécrosées et suintantes et apparition d’un tissu fibrino-
plaquettaire au pourtour.
Le 8°™ jour : tissu toujours nécrosé avec apparition d’un bourgeon sec et adhérent.
Le15°™ jour : plaies granuleuses et trés suintantes au pourtour et nécrosés au centre, avec un
exsudat d’aspect vert et présence d’infection. L’épithélialisation a commencer tres tardivement en

comparaison au lot référence (lot R).

3.54  Evolution du processus cicatriciel
Le Tableau 3.11 représente la signification des différences du pourcentage de rétraction

des surfaces des plaies entres les différents lots :

Tableau 3.11 : Signification des résultats entre les différents lots.

Lots ElvsR E2vs R E3vs R RvsT E2vsT E3vs T
Signification
des différences S S S S NS NS

S : significatif p <0,05
NS : non significatif p >0,05

L’évolution des pourcentages des réductions des surfaces des plaies, leurs moyennes et écart-

type sont mesurés et représentés dans la Figure 3.13 durant toute la période d’expérimentation.
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Figure 3.13 : Pourcentage de réductions des plaies chez les différents lots.

Toutes les plaies ont enregistré une réduction progressive de leurs tailles avec I’avancée du
temps (Figure 3.13). Néanmoins, Le lot traité avec la pommade a base d’HE a cicatrisé plus rapi-
dement que tous les autres lots (E2, E3, R et T), (figure 3.14).

. RvsT:

Afin d’admettre I’efficacité de la Biafine® utilisée comme produit de référence on a com-
paré les deux lots. Les résultats sont nettement significatifs, en faveur de du lot R traité avec la
(Biafine®).

. ElvsR:

La comparaison entre les deux lots, lot E1 traité avec la pommade a base d’HE et le lot R
traité avec la référence (Biafine®) montre que :

AU cours des 15 premiers jours post brilure, I’écart entre les deux lots a évolué en faveur du lot
E1l. (PRP (%) est de 73,85 6,85 % pour le lot E1 contre 53,39 +7,34 % pour le lot R).

Au 20°™ jour, le lot E1 a enregistré une moyenne de PRP (%) de 80,49 +6,28 % contre 70,76
+4,27 % pour le lot R traité avec la Biafine.

. E2vsR:

Au cours des 11 premiers jours I’écart entre E2 et R n’était pas significatif. A partir du
13%™ jour la différence de la moyenne des rétractions des plaies entre les deux lots est en faveur
du lot R qui présente a cette échéance un pourcentage de 70,76 £4,27 % contre 52,44 £20,283 pour
le lot E2.
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E3vsR:

La différence entre les deux lots n’était pas significative au cours des 11 premiers jours.
A partir du 15°™ jour, la différence est largement en faveur du lot R. Pour le lot E3, il a présenté
a cet échéance une moyenne de PRP (%) de seulement de 24,53 +24,87 contre 70,76 +4,27 pour
le lot R.

J1 J4 Jg Jis J22

Figure 3.14 : Evolution des plaies des différents lots dans le temps.
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3.5.5 Evaluation de intensité de la douleur liée a la brilure

Les résultats de 1’évolution de la douleur selon la cotation sont fournis dans la Figure

3.15.
Douleurs séveres 6-
- E1
E2
Douleurs modérés 44 E3
R
_ T
faible douleur 2-
pas de douleur 0-—. T A 0

1 4 6 8 11 13 15 20 22
durée ( jours)

Figure 3.15 : Evolution de I’intensité de la douleur au fil des jours.

Sur ce graphique (Figure 3.15) les scores de douleur sont enregistrés avant 1’application
topique des différentes pommades, sur une fréquence de 2 jours durant toute la phase de
I’expérimentation. On constate que 1’évolution de I’intensité de la douleur chez les rats du lot E1

est distinct des autres lots E2, E3, Ret T.

Pour les rats du lot El, traités avec la pommade a base d’HE, on observe une courbe
décroissante ; douleur pratiquement sévere au 1°" jour puis atténuation, jusqu’a disparition au 6¢me
jour avec apparition d’une faible douleur le 8°™ jour.

Pour les autres lots, E2, R, E3 et T, I’évolution des courbes est pratiquement la méme, la
douleur semble s’accroitre jusqu’au 4°™ jour pour E2 et R et au 6éme jour pour E3 puis décroit
progressivement jusqu’au 8™ jour pour R, 116™ jour pour E2 et un prolongement de la sensation

de douleur jusqu’au 15°™ pour E3 la pommade traditionnelle.

Une douleur nociceptive aigué survient en réponse a une Iésion tissulaire et sa durée est
généeralement limitée. Quand les plaies sont longues a cicatriser, la réponse inflammatoire prolon-
geée peut provoquer une sensibilité accrue de la plaie (hyperalgie primaire) et de la peau environ-

nante (hyperalgie secondaire).
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Une douleur qui empire peut indiquer des problémes de guérison tels qu’une infection ou
I’utilisation d’un traitement inapproprié¢ [douleur et pansement], ce qui est constaté chez les rats
du lot E3 traités avec la creme artisanale. Cette eévolution anormale et persistante est due a de
nombreux cas d’infections. Ceci a donné une phase inflammatoire trés prolongée et donc un retard
dans la cicatrisation et éventuellement une persistance de douleur. Cette anomalie observée dans

le lot E3, est expliquée, ci-dessous, dans la partie discussion générale des résultats [77].

Pour les rats du lot E1 traités avec la pommade de I’HE, ’accentuation de la douleur au
premier jour est due en grande partie a la phase inflammatoire-granulomateuse de tissu conjonctif.
En effet, Le gonflement ou (cedéeme) qui est dd a la fuite plasmatique suite a une augmentation de
la perméabilité des vaisseaux, comprime les fibres nerveuses locales et adjacentes, responsables
de la douleur [78]. Ceci traduit donc une phase inflammatoire accélérée et bien importante en
comparaison aux autres lots, et par voie de conséquence une trés bonne cicatrisation. L apparition
d’un pic au 8™ jour, est di au processus de détersion de tissu fibrineux-plaquettaire, le
détachement de la crolite a mit a nu la surface des plaies, ce qui a conduit a une provocation d’une
Iégere douleur. En outre, la présence de Pentadécéne, dans I’HE utilisée, provoque des irritations
sur la peau, en plus du traumatisme (brilure) subit par la peau, I’irritation peut induire une douleur
sévere lors de I’application sur la plaie en question.

Pour les lots E2, T et R, I’évolution de la douleur semble assez normale mais plus persistante que

le lot E1.

3.5.6  Evolution pondérale
Les données de 1’évolution pondérale des rats des différents lots, sont mentionnées dans

la Figure 3.16.

350+
-~ E1
300+ E2
C ._\//N_H E3
£ 250- R
[3)
= g
200+
150 L] L] ] L] L] L] L] T L] I
0 1 4 6 8 11 13 15 20 22
durée ( jours)

Figure 3.16 : Evolution pondérale chez les rats des différents lots.
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D’apres la Figure 3.16 on constate que 1’évolution pondérale chez les rats brulés des

différents lots, suit globalement la méme cinétique. Le graphe est segmenté en deux parties :

De 0 au 4°™ jour on observe un déficit pondéral en pourcentage (par rapport au poids initiale du
rat) de pres de (7 £ 0,5) % pour les lots E1, E2 et E3. Pour le lot R, le déficit est plus important,
ol il atteint un pourcentage de (10 + 0,3) %. A partir du 4°™ jour, 1’évolution pondérale chez les
rats des lots E1, E2, E3 et R reprend son cours normal. Pour le lot T, le résultat indique que la
chute du poids s’est prolongée jusqu’au 6™ jour, avec un déficit pondéral de (9 + 0,5) %. Puis

I’évolution reprend normalement.

Une chute de poids de plus de 10% avec une durée prolongee dans le temps aprés un
traumatisme tissulaire engendre une carence protéino-énergétiques et altere toutes les phases de la
cicatrisation : prolifération des fibroblastes, angiogenese, synthése et remodelage du collagéne.

Elle altére également la phagocytose augmentant le risque d’infection [79].

Pour notre expérimentation, tous les lots semblent reprendre une alimentation normale et
un poids stable aprés le 4°™ jour post-brulure, avec de légéres fluctuations trés peu significatives
(P> 0,5) par conséquent aucun cas de dénutrition potentiel évident. Pour conclure, ces résultats
montrent que les traitements effectués sur les différent lots E1, E2, E3 et R n’affecte pas le poids

des animaux.

3.6 ETUDE HISTOPATHOLOGIQUE

L’interprétation histopathologique est faite par le Dr Saidani, au sein de laboratoire

Anatomie-pathologie au CHU de Tizi-Ouzou.

Les coupes histologiques des peaux brilées chez les rats des différents lots E1, E2, E3,
Ret T, colorées a I’hématoxyline €osine, ont été observées dans le but de mettre en évidence 1’état

d’avancement de processus de cicatrisation des différentes plaies.
. LelotEl:

L’observation microscopique de la plaie du rat du lot E1 (Figure 3.17) a révélé ; Un

épithélium stratifié bien formé trés riche en kératinocytes (+++).

Un derme riche en faisceaux de collagenes (++), relativement détendu et disposé en
réseaux aléatoires, présence d’élastine avec quelques fibroblastes. Formation des annexes cutanées
(bourgeon pileux-sébacé) : follicules pileux et de glandes sebacées. Quelques vaisseaux sanguins

sont également observés au niveau du tissu conjonctif.
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Cette observation indique un stade de reconstitution tissulaire trés avancé. L’organisation
des faisceaux de collagenes déminue le risque de formation d’une plaie hypertrophique ou une
chéloide. Les annexes cutanées ont une contribution majeure a la ré-épithélialisation, puisqu’elles
permettent aussi une régénération épidermique par foyer multiple plus tot qu’uniquement a partir
des péripheéries de la plaie (berge de la plaie), ce qui accélere nettement la cicatrisation. Par
conséquent, les plaies traitées avec la pommade de I’huile essentielle ont une trés bonne ré-

épithélialisation (++++).

Figure 3.17 : Coupe histologique vu au microscope des rats du lot E1.
. Le lot E2

L’observation microscopique de la plaie des rats du lot E2 (Figure 3.18) a révélé une
hyper- activité mitotique de kératinocytes (+++), une forte présence de fibroblastes au niveau de
corium (+++) et une inflammation au niveau de tissu conjonctif. Ces résultats ont montré une
plaie encore au stade de bourgeon charnue et ré-épithélialisation plus au moins incompléte (++)

de tissu lésionnel, avec un risque potentiel de développement d’une plaie hypertrophique.

Figure 3.18 : Coupe histologique vu au microscope de rat du lot E2.
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. LelotE3:

L’observation microscopique de la plaie du rat de lot E3 (Figure 3.19) a révélé une
présence d’un bourgeon inflammatoire en phase aigiie, une vascularisation (++), un curium riche
en fibroblaste, une myofibroblaste et présence d’un infiltrat inflammatoire polymorphe ((PNN) :
polynucléaire neutrophile et éosinophile) en faveur d’une infection. Ce diagnostic a révélé une

plaie en phase inflammatoire et un retard de cicatrisation.

Figure 3.19 : Coupe histologique vu au microscope de rat du lot E3.
. LelotR

L’observation microscopique de la plaie de rat du lot R (Figure 3.20) a révélé un bourgeon

charnu inflammatoire avec une présence de PNN (++) altérées en faveur d’une infection.

Présence de tissu épithélial (++) et un épanchement au niveau de la lame basal épidermique
(tissu dermo-épidermique) qui peut traduire une détersion de tissu épithéliale. Ces résultats ont

révélé une plaie réépithélialisée (+++) avec un fort potentiel risque infectieux.

Figure 3.20 : Coupe histologique vu au microscope de rat du lot R.
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. LelotT

L’observation microscopique de la plaie de rat du lot T (Figure 3.21) a révélé une lésion
ulcérée, avec absence totale de tissu épithéliale, une importante prolifération fibroblastique au
niveau de corium (+++) avec un infiltrat inflammatoire polymorphe. Ces résultats indiquent une

ré-epithélialisation négative et un retard de cicatrisation.

Figure 3.21 : Coupe histologigue vu au microscope de rat du lot T.

Pour conclure, 1’étude histopathologique nous a révéler un classement qualitatif
d’épithélialisation des plaies donné dans I’ordre croissant suivant : Lot E1 < Lot R < Lot E2 < Lot

E3 < Lot T, ce qui confirme totalement le diagnostic clinique fait précédemment.

3.6.1  Discussion générale des résultats :

Dans la présente étude, une garantie en équivalence thérapeutique entre 1’étalon de
référence (la pommade traditionnelle de Carthamus caeruleus) et les pommades formulées
(pommade a base d’HE et pommade a base d’extrait EtOH-eau) étaient indispensables, en vue
d’éviter une éventuelle toxicité chronique et garantir a la fois, un effet pharmacologique approprié.
Pour cela on s’est basé sur la posologie traditionnelle de la plante pour calculer les doses des PA
dans les deux pommades formulées. En conséquence, aucun signe de toxicité n’a été identifié

cliniguement sur les rats traités avec les 03 topiques formulés.

Le lot E1, traité avec la pommade a base de I’HE de la plante étudiée a donné des résultats
tres satisfaisant, bien supérieur au lot R traité avec la référence (la Biafine). L’un des premiers
facteurs qui a nettement accéléré la cicatrisation des plaies de lots E1, est étroitement 1i¢ a 1’effet

antibactérien de I’HE.
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En effet, une brilure est obligatoirement infectée & partir de la 6°™ heure par la flore
commensale de tissu cutanéo-mugueux, ce qui affecte et prolonge la phase inflammatoire et retarde
le processus de cicatrisation [80]. Le staphylocoque aureus est trés redoutable dans ce genre
d’infections [81].

Par ailleurs, on a démontré que I’HE de Carthamus caeruleus a un grand pouvoir
inhibiteur vis-a-vis de la souche staphylocoque aureus, avec un diametre d’inhibition de 10642
mm L’effet antibactérien de I’HE peut étre di au 1énolinate de méthyle (composé majoritaire de
I’HE a 78%), il est a noter qu’aucune information recensée n’a été rapportée dans la bibliographie

pour un quelconque effet antibactérien.

Néanmoins pour I’ Acide Gamma Linolénique, qui est son dérivé métabolique, contribue

amplement dans le processus de la lutte infectieuse et réparation des tissus lésés.

En effet I’acide linolénique donne, grace & une élongase, le DGLA (Acide Dihomo-Gamma-
Linolénique). Ce DGLA est a la croisée des chemins entre la voie de synthése de 1’Acide
Arachidonique (AA) et celle des Prostaglandines de type 1 (PG1), ces derniers vont avoir pour but

une stimulation d’une cascade de facteur de croissance qui sont les véritables médiateurs

cellulaires de la cicatrisation [82].

En outre, les familles d’acides gras essentielles (AGE), favorise la prolifération des cellules
responsables du développement des annexes pileux-sébacées, ce qui va contribuer a son tour, a

une cicatrisation par foyer multiple [83].

Pour le lot E3 traité avec la créme traditionnelle, les mauvais résultats obtenus ont été di a
une détérioration de la créme dés le 6°™ jour d’utilisation (changement de couleur de la créme
vers une teinte plus foncée avec une odeur trés piquante et nauséabonde). En effet la creme devait
étre conservée a une basse temperature, ce qui n’a pas était le cas dans notre expérimentation, par

cause de contrainte technique.

Le taux d’humidité élevée dans la creme (>50%) a certainement favorisé aussi une

oxydation enzymatique, aboutissant a la dégradation de la préparation.

En revanche, une autre préparation a été préparée le 13°™ jour, ceci a permis d’inhibé
I’infection et de relancer le processus cicatriciel a nouveau comme on peut le reconstaté dans la

(Figure 3.13) et améliorer I’état de la douleur (Figure 3.15).

66



Chapitre 3 Résultat et discussion

S’agissant de 1’extrait éthanolique des racines de la plante, (lot E2) aucun résultat
significatif sur le processus cicatriciel n’a été démontré, et cela, malgré la présence de grandes
familles de molécules bioactives dans I’extrait, toute fois, son pouvoir antioxydant, a certainement

contribuer a une meilleure conservation de I’extrait natif.
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Conclusion générale

Notre étude a pour principale objectif de cibler les phytoconstituants de La

Cardoncelle bleu ou « Carthamus caeruleus L » responsables de la régénération de la peau de
maniere efficace.
L’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation nous a permis d’avoir des rendements
de I’ordre de 0,17 a 0.19% pour les feuilles et les racines respectivement. L’analyse par CPG-
SM a permis d’identifier 32 composés représentant 95.23% de la composition totale de I’huile
essentielle obtenue a partir des racines. Les résultats indiquent que le composé majoritairement
présent dans cette derniere est le « méthyle linolénate » avec un pourcentage de 77.69%.

Pour la partie non volatile un screening phytochimique a montré la présence des
glycosides cardiaques, des polyphénols, des saponines, des terpenoides, des flavonoides, des
quinones libres, des stérols et des triterpenes ainsi que les O-Hétérosides et C-Hétérosides. Le
dosage des biomolécules a révélé une teneur en polyphénols totaux de 102.5 mgeEAG/g pour
I’extrait éthanoique et une teneur en flavonoides de 23.4 mgEQ/g pour I’extrait hydro-
méthanolique.

Le test de piégeage du radical libre DPPH révele une tres forte activité antioxydante

pour I’extrait hydro-éthanolique qui atteint une valeur maximal de 99%, on a également pu
relier cet effet & la forte présence des polyphénols comparé aux résultats trouvés dans 1’extrait
méthanolique ainsi qu’éthanolique.
L’activité antibactérienne réalisée sur deux souches microbiennes, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli a montré pour les HE une trés forte inhibition de 1’ordre de 106 mm pour le
Staphylococcus aureus et une inhibition de 12 mm pour Escherichia coli qui s’avére peu
significative. En revanche les extraits ont montré une moyenne inhibition pour le
Staphylococcus aureus seulement.

Les résultats préclinique ont montrés que I’huile essentielle a donné une meilleur
évolution de cicatrisation avec un PRP de 80,49 + 6,28% contre 70,76 + 4,27 pour la Biafine
utilise comme reférence. La préparation traditionnelle largement utilisée par la population
locale a montré une évolution similaire durant les huit premiers jours. Néanmoins, la
détérioration de cette créme dés le 6°™ jour nous a conduits & des résultats plus au moins non

concluant.
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L'ensemble des matériels, équipements ainsi que des produits utilisés durant la premiere étape

Annexe 1 : Matériel et méthodes

de notre travail sont mentionnés dans le Tableau A.1

Tableau A : 1 : Matériel et équipement utilisé

Equipements .
Etapes & Verrerie Produits Iogois:::zes
Matériels
Dessiccation et | -Etuve de séchage a “Excell’
séchage conviction
Broyage -Broyeur mécanique
- FeC|3
- Plaque chauffante i C.rlsta‘lllsmlr - Hal
- Balance analytique i F|.olejaugee - HaS04
Test - Spatule - Plpettle - Copeaux Mg
Phytochimique | - Pompe a vide graduée - NH.OH
. - Tubes a essaie | - 3-Methylbutan-
- Blchner
- Lampe UV - Becher 1-ol. -
- Erlenmeyer -Anhydre acétique
- CHCls
- Chauffe-ballon - Ballons 1L, 4L - Pierre ponce
- Rota-vapeur - Clevenger - Ethanol
(HEIDOLF gradué analytique.
Extraction LABOROTA 4001). | - Pipette - Méthanol
- Pinces pasteur analytique
- Carthamus - Condensateur | - Hexane
caeruleus L. a boules.
- CPG-SM
- Tube Eppendorf s
Caractérisation | gradué -Excell
- Spectrophotometre
UV-Visible
- Plaque chauffante -Vaseline blanche
- Balance analytique | _ cristallisoir -HE de Carthamus
- PH métre - Mortier caeruleus
Formulation - Microscope - Béchers - Extrait hydro-
photonique éthanolique de

Carthamus
Caeruleus
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Tableau A : 2 : Matériel et équipement utilisé

Equipement / outil

Matériel Produits . ..
logistique
* Micropipette * Ethanol
* Pipette gradué 5ml * Méthanol * Spectrophotometre
e Eprouvette 5ml * Réactif de Folin- UV-Visible
Dosage des . .
" - « Ballon 250ml ciocalteu * Balance analytique
lomofecules | Portoir * Na2CO03 (7.5%) * Broyeur électrique
* Pince * Acide gallique * Centrifugeuse
* Tubes a essais * AICI3 * Excel®
e Becher * Quercétine

* Micropipette

e Balance analytique

* Tubes a essaies
. -Etuc‘l:le « Fioles jaugées e Méthanol * Spectrometre UV,
ntioxydante .
* Burettes graduées DPPH en poudre EZUZI|®
* Exce
® Becher
. . . * Eau physiologique
Etude Anti * Boite de pétrie « Gélose MH . Etuve
Bactérienne | * Ecouvillon « Gaz butane
*B
ec bunsen * Papier Watman
* Masselotte
* Seringues médicales . Kétamine®
* Résistance par . Biafine®
inducti
I-nB:I;rI:ZZ technique » Pommade HE 0.2%
. P d t EtOH 2 . im®
Ftl_‘d_e * Appareil photo Canon o;nma e ex ® Mesurim _
préclinique 600D 10% * GraphPad Prism 8
* Marqueurs * Pommade
. Ratsqwaster traditionnelle de
Carthamus caeruleus
L.
Microtome (Sigma 57RD)
* Cassette * Ethanol a différent
e Bistouri degré.
Efude * Plaquette * Paraffine solide
g anaton?o- * Barres de Leuckhart * Hématoxyline
sl « Etuve 2 lit fluidisé

¢ Microscope photonique
* Lame en verre
e Lamelle

* Eosine
* Coloration pour
trichrome de Masson
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Tableau A.3 : Evaluation macroscopique clinique de la brilure.

N° Plaie Indicateurs

1 Nécrotique humide Tissu Brun, verdatre, luisant avec pourtour inflammatoire

2 Nécrotique seche Tissue noiratre sec et carboné

3 Fibrineuse Tissue jaunatre, peu adhérent

4 Fibreuse Tissu blanchatre, adhérent

5 Exsudative Ecoulement séreux : faible modéré, fort

6 Granuleuse Tissu rouge, bien vascularisé avec bourgeons charnus

7 Epidermisée Tissu rose, voir brillant

3 Infecté Signes : rougeur, ch?Ieur oedén}e, douleur exsudant parfois
nauséabonds présence de pus

Tableau A.4 : évaluation de la douleur selon al cotation

Echelle de I’évaluation de la douleur

0 Pas de douleurs
1-2 Faible douleurs
3-5 Douleurs modérées
6-7 Douleurs séveres
8-9 Douleurs trés séveres
9-10 Douleurs intense
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Annexe 3 : CPG-SM

Chromatogramme de ’analyse de I’huile essentielle des racines de Carthamus caeruleus CPG-
SM est représenté ci-dessous :

TIC:HAMRACINE.D\data.ms
1.25e+07

1.2e+07
1.15e+07
1.1e+07
1.05e+07
le+07
9500000
9000000
8500000
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000

2000000

1500000

1000000
500000 h l
L_m . A\ s, i A

T T t T T T T i T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00

Tim

”Figu re A.1 : Chromatogramme de I’analyse de I’HE des racines de Carthamus caeruleus
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