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Introduction

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales. Ainsi, si certaines pratiques meédicales paraissent
étranges et relévent de la magie, d’autres au contraire semblent plus fondées et plus efficaces
ayant pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des humaines (Djabou,
2006).

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan. En effet, le
développement de la résistance de certains microorganismes pathogénes aux antibiotiques
ainsi que I’apparition des effets secondaires de certains médicaments a conduit a la recherche
de nouveaux agents antimicrobiens, principalement parmi les extraits de plantes a la recherche
de nouvelles molécules bioactives naturelles plus efficaces (Al-Hajj et al., 2014).Ainsi, les
plantes médicinales naturelles renferment de nombreux principes actifs qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces molécules actives ont été largement
étudiées et incorporées de nos jours dans de nombreux médicaments et présentent moins

d’effets secondaires que le médicament chimique (Thurzovol et al., 1978).

L’ Algérie possede une richesse considérable en plantes, notamment celles a intéréts
médicales, par exemple : le coquelicot aux pétales rouges ayant de nombreuses vertus,
notamment comme antiride et contre la toux séche, ou encore les feuilles fraiches ou séchées
de la sauge utilisées pour soigner les maux de gorge, le rhume et les troubles hormonaux

féminins (Massacrier, 2011).

Dans certaines régions de I’Algérie (la Kabylie), pour un grand nombre de la
population, la médecine traditionnelle demeure le pilier des soins de santé et la plupart des
médicaments et des remedes proviennent de plantes. Ainsi, les feuilles d’une plante sauvage
de la famille des Asteraceae, Pulicaria odora L. sont utilisées sous forme fraiche pour soigner
les plaies ou encore pour la préparation de tisane dans le traitement de gastrites. Une autre
plante de la méme famille, Carthamus caeruleus L. sert a la formulation d’une créme
(préparée a partir des rhizomes) employée traditionnellement dans le traitement des brilures

sans engendrer aucune cicatrice.

Afin de valoriser cette richesse naturelle et améliorer le patrimoine de médecine
traditionnelle algérienne, nous nous sommes proposées d’une part, a 1’évaluation de 1’activité

antimicrobienne des extraits polyphénoliques de ces deux plantes sauvages : Carthamus
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caeruleus L. et Pulicaria odora L. et d’autre part, a I’étude du pouvoir cicatrisant de la plante

fraiche et de ces extraits saponosidiques.
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Chapitre I Synthese bibliographique

I.1. Phytothérapie et plantes médicinales :

1.1.1. Définition de la phytothérapie :

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques : “"phyton™ et
"therapeuein” qui signifient respectivement "plante™ et "soigner" (Rwangabo, 1993). La
phytothérapie est, au sens étymologique, «la thérapeutique par les plantes» ; on doit la
considérer aujourd’hui comme la thérapeutique utilisant les plantes ou les formes
immédiatement dérivées des plantes excluant les principes d’extraction purs iSolés des plantes
(Elisabeth, 2001).

La phytothérapie qui propose des remedes naturels et bien acceptés par I’organisme, est
souvent associée aux traitements classiques (Hamdi Pacha et al., 2002). Elle connait de nos
jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies
chroniques, comme 1’asthme ou D’arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les
médicaments inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers les soins les moins agressifs pour
I’organisme ; on estime que 10 & 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires
des médicaments chimiques (Verdrager, 1978 ; Iserin, 2001 ; Fernandez, 2003).

Selon 1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80% de la population
mondiale ont recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de la

santé (Farnsworth et al., 1986).

1.1.2. Les plantes médicinales :

Une plante dite «<médicinale» est une plante qui posséde des propriétés thérapeutiques.
L’utilisation des plantes est trés ancienne, et pendant trés longtemps elle a représenté
pratiquement le seul moyen de soigner, basé sur I’empirisme (Catier et Roux, 2007). Environ
35 000 especes de plantes sont employées a I'échelle mondiale a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Elles sont utilisées
pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour la santé humaine (Elgaj et al., 2007 ;
Dutertre, 2011).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'¢laboration de médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premieres pour la
synthese de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs
(Iserin, 2001 ; Ameenah, 2006).
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1.1.3. Métabolites secondaires des plantes:

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak
et Joél, 2007). Les métabolites secondaires exercent un réle majeur dans 1’adaptation des
végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions clés dans la résistance aux
contraintes biotiques (phytopathogénes, herbivores, etc.) et abiotiques (UV, température, etc.)
(Bourgaud, 2013). lls sont divisés principalement en trois grandes familles: les polyphénols,

les terpénes, les alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007).

1.1.3.1. Composes phénoliques :

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qu’on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficiels. Ce sont des
composes phytochimiques poly-hydroxylés comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Ces composés ont tous en commun la
présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions

hydroxyles (Urquiaga et Leighton, 2000).

La structure des composés phénoliques naturels varient depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) aux molécules les plus hautement polymérisées (tanins
condensees) avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton,
2000 ; Macheix et al., 2005).

0,

% Les acides phénoliques

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique

(Belyagoubi et Benhammou, 2011).
s Les flavonoides

Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs sont
responsables de la couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Midoun, 2011). Ce sont
les composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane Cg-C3-Cs ; les trois carbones
servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un
hétérocycle oxygéné (Kone, 2009). Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules dont les plus importantes sont les flavones, les flavanols, les flavanones, les
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dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les
anthocyanes (Kone, 2009).

% Les coumarines

Elles dérivent des acides hydroxy-cinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale
(Macheix et al., 2005). Pres de 1000 composes cuminiques sont isolés dans plus de 800

espéces de plantes et dans les microorganismes (Kone, 2009).
% Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments qui conférent leur couleur aux fruits et aux légumes. Ils
sont présents dans toutes les parties des veégétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines), et changent de couleur en fonction de leur pH (Makhloufi, 2010).
Les anthocyanes sont issus de I’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides proches des

flavones) (Iserin, 2007).

®,

%+ Les tanins

Les tanins sont des substances d’origine organique que I’on trouve pratiquement dans tous
les végétaux et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuille, etc.) (Michellin kansole,
2009). Ce sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006), ils peuvent former des
complexes avec les protéines grace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles
phénoliques (Amlan et Patra, 2010). Deux groupes de tanins différant aussi bien par leur
structure que par leur origine biogénétique sont distingués : les tanins hydrolysables et les

tanins vrais. Certains tanins auraient des propriétés antioxydants (Michellin kansole, 2009).

1.1.3.2. Les saponosides :

Les saponosides sont des métabolites secondaires hétérosidiques présents dans de
nombreuses plantes (Iserin, 2001 ; Colak et al., 2009). Le mot saponine est dérivé du mot
latin « sapo ». Les saponines ont recu leur nom du fait qu’elles produisent une mousse
semblable a celle du savon (Hart et al., 2008). Les saponines sont des glycosides a poids
moléculaires élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement treés diversifié de
molécules tri-terpéniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction aglycone
hydrophobe (un noyau stéroidique ou tri-terpénique) liée a une chaine mono ou

polysaccharidique hydrophile (Wallace, 2004). Les saponosides sont tres largement répandus
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dans le regne végétal, ils présentent des propriétés antivirales, antifongiques, antibactériennes

et sont toxiques pour les animaux a sang froid (Elisabeth et al., 2000 ; Guignard, 2000).

1.1.3.3.Les alcaloides :

Ce sont des substances organiques azotées d'origine veégétale, de caractere alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique) ; on les trouve dans plusieurs familles des plantes.
La plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un godt amer et certains
sont fortement toxiques (Wichtlet Anton, 2009). Certains alcaloides sont utilisés comme
moyen de défense contre les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine)
(Hopkins, 2003). Selon Aniszewski (2007), on distingue trois grandes classes qu’ils
possedent ou non un acide aminé comme précurseur direct et qu’ils comportent ou non un

azote dans un hétérocycle : les alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides, les proto-alcaloides.
1.2. Especes de plantes étudiées :
1.2.1. Pulicaria odora L. :

+¢ Distribution géographique et Description :

Selon Hussein et al., (2017), le genre Pulicaria comprend 100 especes largement diffusées
en Europe, I’ Afrique du nord et en Asie.

Pulicaria odora L.est une Plante vivace de 30-60 cm, elle est velue ou laineuse. Elle
présente une tige dressée, simple, ou rameuse dans sa moitié supérieure. La tige souterraine
renflée en tubercules est couverte de feuilles écailleuses. Hémicryptophyte, elle est constituée
de feuilles alternes de forme ovale oblongue (Figure 1a), denticulées, les inférieures atténuées
en pétiole, persistant a la floraison, les caulinaires embarrassantes, mais sans oreillettes
saillantes. Elle comporte de grands capitules (15-25mm) longuement pédonculés, solitaires
au sommet de la tige et des rameaux ; involucre a bractées velues, linéaires, acuminées ;
toutes les fleurs jaunes (Figurelb), celles en languette étalé, dépassant longuement le disque
formé par les fleurs en tube ; akenes blanchétres, velus ; aigrette rousse dotée d’une couronne
dentée de 10 a 12 poils 3 fois plus longs que ’akéne. La floraison de la plante a lieu au mois
de juin a aolt ; pollinisée par les insectes (ou autogame) ; dispersée par le vent (Rameau et
al., 2008 ; Roubaudi, 2011).
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Figure 1 : aspect des feuilles (a) et fleurs (b) de Pulicaria odora L. (photos personnel).
¢+ Position systématique :

D’aprés Emberger et Chadefaud (1960), I’espéce Pulicaria odora L. connue en arable sous

le nom "Ouden El hallof" ou encore " Ameaoughguilef " en berbére est classée comme suit :
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¢+ Utilisations et propriétés thérapeutiques :

Pulicaria odora L.est exclusif des pathologies dermiques (gale, plaies et brdlures, engelures,
eczéma, alopécie, champignon Pityriasis versicolore, rougeole (Meddour, 2010). Selon
Ezoubeiri et al., (2005), la fleur de la plante Pulicaria odora L. connue localement sous le
nom d'Anssif, est utilisée comme épice et dans la préparation de divers aliments délicieux
(Lewis et Ausubel, 2006). Les parties aériennes de cette plante sont également utilisées
comme agent antibactérien ou anti-diarrhéique (Awen et al., 2010) ; les racines sont aussi
utilisées pour leur action anti-inflammatoire (Bellakhdar, 1997). Un grand nombre d’espéces
de Pulicaria produisent des huiles essentielles dotees de diverses activités biologiques a
savoir: antibactérienne, antifongique et génotoxique. Ainsi, les huiles essentielles de P. crispa
et P. orlentalis, P. undulate, P. odora et P. dysenterica, P. glutinosa, et P. dytenterica
présentent respectivement une activité cytotoxique, antibactérienne, antispasmodique et
antihistaminique (Al-Hajj, 2014).

1.2.2. Carthamus caeruleus L. :
+¢ Distribution géographique et Description :

C'est une espece rare qui peut étre trouvée dans le pays de la Provence maigre et de la Corse.
Elle préfere les endroits secs et ensoleillés de la Méditerranée. Elle est originaire de I'Asie du
Sud-ouest (Milouane, 2004), trés répandue en Afrique de I'Est et du Nord (Algérie, Maroc,
Tunisie, Libye), Australie et les Amériques, et I’Europe (Grece, Italie, France, Portugal,

Espagne) (Boullard, 2001).

La plante Carthamus caeruleus L. désignée également sous le nom de la carduncelle bleue,
c’est une herbe annuelle ou bisannuelle a tige ascendante simple ou trés peu rameuse, glabre,
dressée et velue (haute de 20 a 60 cm) (Quezel et Santa, 1963 ; Mioulane, 2004). Ses
feuilles glabres ou pubescentes, sont fortement nervées, a contour ovale ou lancéolé ; les
inférieures pétiolées, dentées ou lyrées-pinnatifides, les supérieures sessiles amplexicaules ou
dentées epineuses (Mioulane, 2004). Les fleurs sont bleues violets, en capitules gros (3 cm de
large sur 3-4 cm de long), solitaires au sommet de la tige et des rameaux, globuleux ou
ovoides (Figure 2b). Corolles bleues tubuleuses que prolongent 5 dents a valeur de courts
lobes sommitaux (Figure 2c). Les fruits de Carthamus caeruleus L. sont des akénes nettement
plus courts que l'aigrette (environ 2 fois), sub-globuleux ou obscurément tétragones, glabres et
blanchatres ; on les trouve dans les champs et les lieux incultes (Quezel et Santa, 1963 ;
Boullard, 2001 ; Balmey et Grey-Wilson, 2000).

8
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Figure 2 : aspect des racines (a), feuilles (b) et fleurs (c) de Carthamus caeruleus L. (photos
personnel).

¢ Position systématique :
De nom arabe :Mosghresse, Kenjdar, Gergaa, Qartum, elle est désignée par Amegresdes en

berbere. Plusieurs noms scientifiques ont été attribuées a cette plante dont: Carduncellus

caeruleus L. Kentrophyllum caeruleum, Onobroma caeruleus L. et Carthamus caeruleus L.

D’apreés Quezel et Santa (1963), La classification de 1’espéce est la suivante :
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¢ Utilisations et propriétés thérapeutiques :

Les rhizomes de Carthamus caeruleus L. sont utilisés en Algérie, en médicine traditionnelle
comme cicatrisant soit sous forme de poudre ou une créme préparée dans le lait ou dans de
I’eau. Cette plante contribue a soigner les bralures (anti-brGlure). En outre, la richesse de cette

plante en polyphénols lui confére une grande activité antioxydante. Les graines sont riches en
amidon et en huile (Hamadi et al., 2014).
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Chapitre II Matériel et Méthodes

Notre ¢étude porte d’une part, sur I’étude de Dactivité cicatrisante des racines de
Carthamus caeruleus L. et des feuilles de Pulicaria odora L., deux plantes a usage
traditionnelle en Kabylie. D’autre part, I’activité antimicrobienne de leurs extraits phénoliques
a éte évaluee

Ce travail a été realisé pendant une période de quatre mois (du mois de Février au mois de
Mai). La caractérisation phytochimique et extraction des composés phenoliques ont été
effectuées entre le laboratoire de Biotechnologie Microbienne (BTM) et celui de Biologie et
Physiologie des Organismes (BPO) au sein de la Facult¢ des Sciences de 1’Université¢ de
Boumerdes (UMBB). La partie expérimentale animale et activité antimicrobienne ont été
réalisées au laboratoire de Microbiologie et de Pharmaco-Toxicologie GDC (SAIDAL, Gue
de Constantine, El-Harrach).

1.1 Matériel :
11.1.1 Matériel biologique :

11.1.1.1 Matériel végétal :

Le matériel végétal est représenté par les racines de Carthamus caeruleus L. et les
feuilles de Pulicaria odora L. Les deux plantes ont été récoltées au mois de Février 2017 dans
la région de Chaabet EI Ameur et Bordj Menaiel (Wilaya de Boumerdés). L’identification
botanique des especes a été faite au niveau de I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique
(ENSA) d’Alger (ex. INA : Institut National d’ Agronomie).

11.1.1.2 Matériel animal :

Les animaux de laboratoire utilisés dans cette étude sont représentés par des souris albinos
(Figure 3). Un total de 14 souris a été utilisé pour évaluer I’activité cicatrisante des deux
plantes. Les principaux caractéres du matériel animal utilisé sont résumés dans le tableau ci-
apres.
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Tableau I: Les principaux caractéres du matériel animal utilisé.

Nombre 14
Sexe Male
Age 45 - 50 jours
Poids (9) 35+2
Couleur Blanche
Alimentation Granulés fournis par I’O.N.A.B
Boisson Eau ordinaire ad libitum
Elevage Animalerie GDC-SAIDAL
Température : 20 a 24 °C.
Conditions d’hébergement Humidité : 50%.
Eclairage : 10 h/24 h.

Figure 3 : Les souris albinos (Photo personnel).

12



Chapitre II Matériel et Méthodes

11.1.1.3 Les microorganismes etudiés :

Le choix des microorganismes a porté sur cing souches de référence dont trois bactéries, une
levure et un champignon (Tableau Ill) provenant essentiellement du laboratoire de
Microbiologie du GDC-SAIDAL. Les especes étudiées constituent un probléeme majeur de
santé publique par leur résistance naturelle a divers agents antimicrobiennes. Les
caractéristiques de ces souches microbiennes sont présentées au tableau I, annexe 3.

Tableau 11l1: Souches microbiennes utilisées pour I’évaluation de Iactivité
antimicrobienne des polyphénols extraits de Carthamus caeruleus L. et Pulicaria odora L.

Gram + Staphylococcus aureus ATCC 6538 Micrococcaceae
L. Gram + Bacillus subtilis ATCC 6633  Bacillaceae
bactéries
Gram - Escherichia coli ATCC 8739 Enterobacteriaceae
Candida albicans ATCC 10231  Saccharomycetaceae
Levures
Champignons Aspergillus brasiliensis ATCC 16404  Trichocomaceae

ATCC : American Type Culture Collection.

11.1.2 Materiel non biologique :

La verrerie, réactifs, produits chimiques, et milieux de culture utilisés sont donnés en annexe,
12et4

11.2 Méthodes d’analyses
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11.2.1 Préparation de la poudre végetale

Les racines de la plante Carthamus caeruleus L. nettoyées des impuretés puis épluchées et
coupées en petit morceaux, ainsi que les feuilles de la plante Pulicaria odora L. sont mis a
sécher a température ambiante et a ’abri de la lumiére.

Apres sechage, les racines et les feuilles sont d’abord pilées a I’aide d’un mortier puis
finement broyées avec un broyeur électrique (ENIEM) afin d’obtenir une poudre fine. Les
poudres ainsi obtenues des racines (Figure 6) et des feuilles (Figure 5) sont conservées dans
des bocaux en verre hermétiquement fermé, a I’abri de I’humidité et de la lumiére en vue de
procéder aux différentes manipulations.

Figure 4:Poudre des feuilles (Photo personnel). Figure 5: Poudre des racines (Photo

personnel).

11.2.2 Screening phytochimique :

Le screening phytochimique effectué sur les deux plantes (P. odora L.et C. caeruleus L.) a
pour but de déterminer les métabolites secondaires existants dans ces deux plantes (Bruneton
et al., 1999). Il est réalisé soit en utilisant la poudre de chacune des deux plantes ou leur
infusé. Les méthodes de caractérisation utilisées sont celles décrites par Békro et al., (2007).
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a) Préparation des infuseés :

- Infusé a 5%:

5 g de la poudre Pulicaria odora L. sont mélangées dans 100 ml d’eau distillée bouillante.
Apres 15 minutes d’infusion, le mélange est filtré. Le filtrat ainsi obtenu est ajusté a un
volume de 100 ml par I’eau distillée.

- Infusé a 20%:

20 g de la poudre de Carthamus caeruleus L. sont mélangées dans 100 ml d’eau distillée
bouillante. Apres 15 minutes d’infusion, on suit les mémes étapes citées ci-dessus.

Les différentes méthodes du screening phytochimique effectuées sur les deux plantes
(P.odora L. et C.caeruleus L.) sont représentées dans le tableau ci-dessous.les méthodes
d’analyse. Deux essaies sont réalisés pour chaque test.

Tableau 1V : Les différentes méthodes du screening phytochimique effectuées.

Type Composé mis
d’échantillon | en évidence

Tanins
Totaux

Tanins
Galliques

Flavonoides

Anthocyanes
Saponosides

Infusé

Mucilages

Irridoides

Réactifs ajoutés

5 ml de I’infusé + quelques gouttes d’une
solution de FeClza 5%

5 ml de l’'infus¢ + 2 g d’acétate de
sodium et quelques gouttes de FeClsa 5%

Ajouter 5 ml d’HCI pure, un copeau de
Mg et 1 ml d’Alcool iso-amylique & 5 ml
de I’'infusé préparé

5 ml de l'infusé préparé + quelques
gouttes d’HCI

Ajouter quelques gouttes d’acétate de
plomb & 2 ml de I’infusé

1 ml de I’infusé + 5 ml d’éthanol absolu
pendant 10 minutes

Ajout de quelques gouttes d’HCI a 2 ml
de I’infusé, puis chauffer sur plaque
chauffante

15

Résultat positif

Coloration bleue
noire ou verdatre

Coloration bleue
Foncé

Coloration rouge
Orangé

Coloration rouge

Formation d’un
précipité blanc

Apparition d’un
précipité floconneux

Coloration bleue
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5 g de poudre végétale sont humectées Formation de
avec de I’ammoniaque a 50% ensuite | coloration rouge
macerées dans un mélange
Alcaloides éther/chloroforme dans un rapport
3:1(v/v) pendant 24 h.Apreés filtration, le
filtrat récupéré est épuisé par HCI 2N +
poudre quelques  gouttes du réactif de
végétale Dragendroff
Glucosides Ajouter  quelques gouttes d’acide Formation de
sulfurique (H2S04) a 2 g de poudre | coloration rouge
végétale brique
Coumarines |2 g de poudre végétale sont bouillies a Formation

reflux dans 20 ml d’alcool éthylique
pendant 15 mn; le filtrat obtenu est
mélangé avec 5 gouttes d’hydroxyde de
potassium (KOH) a 10% + quelques
gouttes d’HCI a 10%

d’un trouble

11.2.3 Extraction des polyphénols :

Nous avons opté pour le protocole décrit par Revilla et al., (2001) en y apportant quelque

modifications :

Une quantité de 10 g des feuilles ou des racines fraiches broyées et macérées chacune
dans un mélange de 100 ml d’éthanol/eau (v/3v) pendant 72 heures. Les filtrats des deux
mélanges ont été évaporés en utilisant un rotavapeur a 45°C (Stuart).Les extraits secs obtenus
sont récupérés et conservés dans des flacons a 1’abri de la lumiére. Revilla et al., 2001).

» Calcul du rendement de I’extraction :
Le rendement de I’extraction est calculé par la formule suivante (Carée, 1953) :

Avec :

Mo : la masse du ballon vide avant 1’extraction.

M: la masse du ballon apres 1’extraction.

(M-mo) : la masse de 1’extrait sec.

Mt : la masse totale de la poudre végetale utilisée dans 1’extraction.
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11.2.4. Dosage des polyphénols :
% Principe

Le dosage des polyphénols a été déterminé selon la méthode décrite par (Singleton et al.,
1999) utilisant le réactif colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Ce réactif de couleur jaune est
constitué  par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-
Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de
molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques
oxydes (Boizot et charpentier, 2006).

% Mode opératoire

Mélanger 0,5 ml de chaque extrait de plante avec 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu’s (dilué
10 fois). Aprés 3 a 5 min d’incubation, ajouter 1 ml de carbonate de sodium a 20%, bien
mélanger et laisser incuber pendant une heure a température ambiante et a 1’abri de la lumiére.
L’absorbance est mesurée a 760 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre «Optizen
2120/UV ». Trois essaies sont réalisés pour chaque extrait.

Le blanc est représenté par 0,5 ml d’éthanol additionné de 1 ml de Folin-Ciocalteu et 1
ml de carbonate de sodium a 20%.

La Figure 6 récapitule les étapes suivies pour le dosage des polyphénols.

+* Expression des résultats

La quantité de polyphénols a été déterminée en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisee
avec de "I’acide gallique" dans les mémes conditions que les extraits de plantes. Les résultats
sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique (EAG) par 100 g des racines ou des feuilles
fraiches (Figure 7, annexe 5).
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E La matrice végeétale fraiche B

Macération dans 100 ml

de mélange eau/éthanol (v/3v)

Filtration

¥

Evaporation a 45 °C au

rotavapeur

Extrait éthanolique des polyphénols

Figure 6 : Protocole d’extraction des polyphénols.
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11.2.5.Extraction des saponines :

e Pour la poudre des feuilles de Pulicaria odora L.:

Une quantité de 60 g de poudre végetale de feuilles a été macérée dans 218 ml de
méthanol pendant 72 h sous agitation. Le filtrat du mélange évaporé a 45°C est récupéré dans
un mélange de 120 ml d’cau distillé et 120 ml de n-butanol permettant ainsi la séparation de
deux phases. La phase organique récupérée est évaporée avec un rotavapeur a 45°C. L’extrait
sec obtenu est dissout dans 36 ml de méthanol et 180 ml d’acétate d’éthyle, un précipité est
alors formé. Ce dernier est laissé au repos pendant 72h a température ambiante, le surnageant
obtenu est décanté et le filtrat est séché au rotavapeur (45°C) pour obtenir un extrait sec.
Celui-ci est remis en suspension dans un volume approprié de méthanol de 10 ml. L’extrait
obtenu constitue les saponines. Le protocole d’extraction des saponines est illustré dans la
Figure 8 (Pike et al., 1974 ; Bruns, 1977).

e Pour les racines fraiches de Carthamus caeruleus L. :

La méthode d’extraction des saponines est celle décrite par Pike et al., (1974) ; Bruns,
(1977). Les racines fraiches de la plante étudiée sont broyées et homogénéisés au mélangeur
et extrait avec du méthanol a 70%. Typiquement, les volumes de solvant utilisé étaient de 3
ml de solvant par gramme de poids. La durée d’extraction a été fixée a 2 h avec agitation
continuelle & 65°C.

Par la suite, le mélange est centrifugé pendant une heure a 4500 trs/min (HERMLE). Le
surnageant est récupéré par décantation et les culots subissent une seconde extraction avec du
méthanol a 70% dans I’ecau pendant 1 h puis furent recentrifugés aux conditions citées
précédemment.

Les deux extraits sont combinés et subissent une extraction liquide-liquide avec du
benzéne (1 ml/3 ml de surnageant) ; la phase méthanolique aqueuse (phase inférieure) est
récupérée et évaporée sous pression réduite a 1’aide d’un rotavapeur a 50°C. Le protocole
général d’extraction des saponines est illustré dans la Figure 9.
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60 g feuilles broyées (séchées)

+ 220 ml de méthanol

| zomdométar) |

{ Macération pendant 72h & température ambiante

=

Filtration

(Papier filtre Wattman)

‘ Filtrat \
Evaporation & 45 °C

Récupération de I’extrait avec un mélange eau/n-butanol (v/v)

=

Phase organique

180 ml d’acétate d’éthyle
+ 36 ml de butanol

Extrait de
saponines

Extrait brut + 10ml

Précipitation a 72h )
de méthanol

puis filtration

q Evaporation &
45 °C

Figure 8: Protocole d’extraction des saponines de feuilles de pulicaria odora L.
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30g de matrice végétale

‘ Broyage \

Homogénéisation \
Extraction dans le méthanol a 70%

Centrifugation a 4500trs/min pendant 1h

Phase supérieure

Extraction dans du méthanol a 70%

Centrifugation a
4500trs/min pendant 1h

1
v

Phase inférieure

Phase supérieure

v v
l‘ Phase méthanolique \l l‘ Phase benzénique \l
v

Evaporation a 50°C

¥

l‘ Mélange brut des saponines \'

Figure 9: Protocole d’extraction des saponines de racines de Carthamus caeruleus L.
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I1.3. Méthode d’étude de Dactivité antimicrobienne de Dextrait
polyphénolique :

L>étude de I’activité antimicrobienne consiste a déterminer la résistance ou la sensibilité des
souches a tester aux extraits polyphénoliques respectivement des feuilles et racines de
Pulicaria odora L.et Carthamus caeruleus L. selon la méthode de diffusion sur milieu solide
(Ngameni et al., 2009).deux essaies sont réalisés pour chagque souche testé.

11.3.1 Mode opératoire

* Repiquage des souches :

A partir des tubes de conservation contenant les souches bactériennes et les levures a
étudier, prealablement conservées a 4°C, on réalise un ensemencement par stries sur Mueller
Hinton (MH) pour les bactéries et sabouraud (SAB) pour les levures et champignons.
L’incubation se fait respectivement a 37°C pendant 24 pour les bactéries et a 28°C pendant 3
a 5 jours pour les levures et champignons, on obtient ainsi des cultures jeunes (Joly et
Reynaud., 2003).

¢ Préparation de I’inoculum :

A partir des cultures de bactéries, levures et champignons revivifiées, des suspensions
microbiennes sont préparées dans des tubes stériles contenant 10 ml d’eau physiologique.
Agiter les tubes pendant quelques secondes et réaliser une lecture de densité de chacune des
suspensions préparées, a 1’aide d’un spectrophotométre (SHIMADZU 1800/UV) a une
longueur d’onde de 620 nm. L’absorbance doit étre comprise entre (0,20—0,30) pour les
bactéries et entre (2 —3) pour les levures et champignons, ce qui correspond a une
concentration de 107 & 10® germes/ml (concentration minimale qui assure la croissance
microbienne) (Chabbert et al., 1982).

+* Mise en évidence de I’activité antimicrobienne :

- Les milieux de culture (MH) et (SAB) liquéfiés et en surfusion sont coulés dans des
boites de Pétri (volume 25 cm?® pour une boite de 90 mm de diamétre, hauteur de
milieu de 4 mm), laisser refroidir et sécher.

- Ensuite, contamination par la technique d’écouvillonnage la surface du milieu et
prélever soigneusement 1’excés avec une pipette Pasteur en inclinant la boite
(couvercle fermé).

- Puis, laisser sécher a température du laboratoire pendant 10 a 15 minutes.

s Depot des disques :

A I’aide de pinces, stérilisées par passage dans la flamme du bec Bunsen, un disque absorbant
stérile imbibé de I’extrait de polyphénols est déposé a la surface des milieux de culture
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préalablement préparés. Laisser les boites de Pétri sur la paillasse pendant 30 minutes puis les
mettre dans le réfrigérateur pendant 24 heures. Deux répétitions sont effectuées par essai.

+* Incubation :

Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C
pendant 3-5 jours pour les levures et champignons. Aprés incubation, 1’évaluation du pouvoir
antimicrobien des extraits de polyphénols se fait par la mesure du diameétre de la zone
d’inhibition qui se traduit par un halo clair autour du disque absorbant. Le diamétre des zones
d’inhibition est mesuré a ’aide d’un pied a coulisse et I’interprétation des résultats se fait
selon I’échelle d’estimation de 1’activité antimicrobienne donnée par Meena et Sethi (1994).

Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne sont divisés en quatre
classes (par rapport aux disques de 9 mm).

v" Non inhibitrice : diamétre de la zone d’inhibition < 10mm

v Légérement inhibitrice 10 mm < diamétre de la zone d’inhibition < 16mm
v" Modérément inhibitrice 16mm < diamétre de la zone d’inhibition < 28mm
v Fortement inhibitrice diamétre de la zone d’inhibition > 28mm

La Figure 10 illustre les étapes de réalisation de I’antibiogramme.
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Repiquage des souches bactériennes
(24h) et préparation de suspensions /

~

Préparation des milieux de culture

MH et Sabouraud I /

\/

Ensemencement des boites

z

Dépot des disques

Figure 10 : Protocole expérimental de 1’antibiogramme (photos originales).
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I1.4.Etude de ’activité cicatrisante :

¢ Préparation des pommades :

Elle se fait par mélange de 20 g d’extrait de saponines ou de poudre végétale de
chaque plante avec 100 g de vaseline. Les préparations obtenues donnent deux pommades,
de couleur verte pour Pulicaria odora L. (Figure 12a et b) et de couleur jaune pour
I’extrait saponosidique de Carthamus caeruleus L. (Figure 12c) et une autre de couleur
marron de la préparation a base de poudre de cette derniere (Figure 12d).

Un échantillon de créme traditionnelle des racines de C. caeruleus L. (Figure 12e) est
préparé telle appliquée par la population de certaines régions de la Kabylie (Chaabet El
Ameur et Bordj-Menaiel). Un mélange de racines et d’eau est laissé a bouillir pendant
environ 2 heures jusqu’a obtention d’une créme. Les pommades et la creme sont
conservées dans des boites en plastique hermétiquement fermées afin d’éviter toute
contamination.

Figure 11 : les différentes pommades préparées (photos personnel).
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+» Essais de cicatrisation réalisés

Deux essais de cicatrisation ont été réalisés, I'un sur des plaies conduit avec les pommades
préparées a base de saponines, de poudre végetale, creme traditionnelle et le produit de
référence Madécassol® et P’autre sur des brillures mené avec la créme traditionnelle des
racines de C. caeruleus L. et la pommade a base de poudre végeétale de P. odora L.

Les applications se font quotidiennement jusqu’a 1’épithéliation compléte des plaies et
des brdlures (environ 15 jours pour les plaies et 19 jours pour les bralures). Cette étude
permet de comparer les différentes cicatrices et leur évolution sur la base de la modification
de la surface de la cicatrice.

¢+ Protocole expérimental :

1. Préparation des lots :

Pour I’étude de ’activité cicatrisante des plaies, 14 souris sont répartis en 08 lots a raison
de deux souris par lot excepté pour 1’essai des lots de brilés (1 souris par lot). Chaque lot
est traité par un type de produit comme indiqué dans le tableau V.

Tableau V: Les différents lots de souris et type de traitement appliqué

plaie essai traitée avec le produit de référence Madécassol®

plaie essai traitée avec la créme traditionnelle des racines de
Carthamus caeruleus L.

plaie essai traitée avec la pommade a base de la poudre des racines de
Carthamus caeruleus L.

plaie essai traitée avec la pommade a base des saponines de
Carthamus caeruleus L.

plaie essai traitée avec la pommade a base de la poudre des feuilles de
Pulicaria odora L.

plaie essai traitée avec la pommade a base des saponines de Pulicaria
odora L.

Le brOlé essai traité avec la creme traditionnelle des racines de
Carthamus caeruleus L.

Le bralé essai traité avec la pommade & base de la poudre des feuilles
de Pulicaria odora L.
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2. Préparation des animaux :

La veille de I’expérimentation, les animaux sont pesés, marqués au niveau de leur queue et
répartis selon leur lot correspondant. La premiére étape de I’expérimentation consiste en une
épilation de la région dorsolombaire de toutes les souris.

¢+ Mode opératoire :

Aprés avoir préparé les lots de souris (animaux marqué, et épilés, cages étiquetées), on
procede aux différentes étapes suivantes (Bensegueni et al., 2007).

e Désinfecter la région dorsolombaire épilée avec de 1’alcool chirurgicale a 70%.

e A l’aide d’un disque rond de 1,5 cm de diamétre, tracer sur le dos de la souris épilée
les zones a découper, I’une pres de la téte (plaie témoin) et 1’autre pres de la queue
(plaie essai).

e Découper les zones tracées en utilisant une paire de ciseaux ou bien de lames
chirurgicales stériles et une pince pour enlever la peau coupée.

e Nettoyer par la suite les deux plaies (essai et témoin) avec I’eau physiologique a 0,9%.

e Pour la brillure (2™ degré), provoquer deux zones de réaction a la suite d’un
poincement métallique des zones en provoquant des brilures, 1’'une pres de la téte
(zone brdlée témoin) et 1’autre pres de la queue (zone brilée essai).

Par la suite, on prend les empreintes des surfaces des plaies et des brllures (essai et témoin)
sur papier transparent a I’aide des feutres indélébiles des le jour Joet tout le long des jours du
traitement(Js, Js, J7, Jo, J11, J13, J15) et Ji7 et Jigpour les brllures(est-ce le méme intervalle de
jours).

Les différentes étapes du test de ’activité cicatrisante sont présentées dans la Figure ci-
apres.
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Incision de la peau

Réalisation des

Brdlures

Application des
produits a tester

Marquage des
zones épilées

Souris apres incision
chirurgicale

Les deux zones
brilées

Prise des empreintes

Figure 12 : Les différentes étapes du test de I’activité cicatrisante (photos originales).
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«» Application des traitements :

L’application des produits a tester se fait quotidiennement sur 15 jours sur les plaies
(essais) jusqu’a I’épithélialisation compléte et environ 19 jours sur les zones brllées (essais).
Par contre, les autres plaies et brileurs (témoins) ne font I’objet d’aucun traitement.

v Le lot référence : recoit une application dermique avec le produit de référence
Madécassol® (voir annexe 7), la plaie paralléle reste témoin sans aucun traitement.

v' Le lot essai 1: recoit une application dermique avec la créme traditionnelle
préparée de Carthamus caeruleus L.

v Le lot essai 2 : regoit une application dermique avec la pommade préparée avec la
poudre des racines de Carthamus caeruleus L.

v Le lot essai 3 : recoit une application dermique avec la pommade préparée a base
des saponines de Carthamus caeruleus L.

v’ Le lot essai 4 : regoit une application dermique avec la pommade préparée avec la
poudre des feuilles de Pulicaria odora L.

v Le lot essai 5 : recoit une application dermique avec la pommade préparée avec les
saponines de Pulicaria odora L.

v' Le lot essai 6: la zone brdlée recoit une application dermique avec la créeme
traditionnelle préparée de Carthamus caeruleus L.

v Le lot essai 7 : la zone br(lée recoit une application dermique avec la pommade
préparée avec la poudre des feuilles de Pulicaria odora L.

+* Critéres d’évaluation de D’activité cicatrisante :

Les criteres d’évaluation de 1’activité cicatrisante des feuilles de Pulicaria odora L. et les
racines de Carthamus caeruleus L. sur les plaies et brOlures occasionné sont été menés
comme sulit :

e Suivi de I’évolution pondérale des animaux mis en expérimentation.
e Evaluation de la cicatrisation des plaies et des brilures par :

v Le calcul des surfaces de plaies et brllures sont effectuées a 1’aide d’une
calculatrice.

v Le calcul de pourcentage de réduction des surfaces des plaies et brdlures
traitées par le produit de référence Madécassol® (LR) et les produits testés

(En).
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Le pourcentage de réduction est calculé comme suit :

Jn : présente le 15°™ jour pours les plaies et le 19°™ jour pour les braleurs.

Jo : présente le 5°™ jour pours les plaies et le 9°™ jour pour les brleurs.

% Etude statistique des données :

L’analyse statistique des résultats est effectuée a 1’aide d’un logiciel Excel stat version 6.0
ANOVA, dont on a utilisé ’analyse de la variance a un intervalle de confiance de 95%.

Avec :
* : Test significatif a P <0,05,
**: Test tres significatif a P < 0,01,
*** . Test hautement significatif a P < 0,001 ;

NS : Test non significatifa P >0,05.
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I11.1. Le Screening phytochimique :

Le screening phytochimique nous a permis en premier lieu de se renseigner sur les familles
chimiques des métabolites secondaires présents dans les feuilles de Pulicaria odora L. et les
racines de Carthamus caeruleus L.

L’ensemble des résultats du screening phytochimique des deux plantes sont présentés dans le
tableau VI suivant :

Tableau VI : Resultats des tests phytochimiques des deux plantes Pulicaria odora L.et
Carthamus caeruleus L.

Composé Pulicaria odora L. Carthamus caeruleus L.
chimique
Tanins
totaux (+++) (+)
Tanins (+++) (-)
galliques
Anthocyanes

(-) (-)
Flavonoides (+++) (+++)
Saponosides (+++) (+++)
Mucilages (+++) (+++)
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Irridoides (-)
Glucosides (-)
Coumarines (+++)
Alcaloides (+++)

(-) : absence; (+): faible teneur; (++): teneur moyenne; (+++):
forte teneur

Le screening phytochimique réalisé sur la poudre et 1’infusé des feuilles de Pulicaria odora L.
a révélé que cette plante présente une forte proportion de saponosides, flavonoides,
coumarines, alcaloides, mucilages et tanins (totaux et galliques). Elle est par contre,

dépourvue des anthocyanes, irridoides et glucosides.

Nos résultats sont en partie en accord avec ceux obtenus par Ezoubeiri et al., (2005) qui ont
indiqué la richesse de cette plante en flavonoides et saponosides. De méme, Kamkar et al.,
(2013) ont souligné que les composants majeurs des extraits méthanoliques et aqueux d’autres
espéces du genre Pulicaria, en particulier, P. gnaphalodes L. sont représentées par les
flavonoides, terpenoides confortant nos résultats. Dans le méme sens, Pares et al., (1981) ont
isolé et identifié un dérivé des flavonoides, le 6-hydroxyflavonoide a partir des feuilles
séchées chez une espéce de la méme famille que notre plante, notamment Pulicaria
dysenterica. EI-Negoumy et al., (1982) précisent que tous les flavonoides de Pulicaria
arabica L. sont détectés dans les feuilles et les fleurs.

Une étude trés récente (Hussein et al., 2017) menée sur Pulicaria undulata, une plante du
genre Pulicaria et tribu des Inuleae a permis également I’identification en plus des composés
de sesquiterpenes et des huiles essentiels, des dérivés de la classe des flavonoides et d’autres

dérivés de composés phénoliques en accord avec nos résultats.
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En ce qui concerne les rhizomes de Carthamus caeruleus L., ils se sont révelés tres riches en
saponosides, flavonoides, coumarines, alcaloides, mucilages et glucosides. Ils présentent
cependant, une faible teneur en tanins totaux contrairement a P. odora L. et une absence totale

des anthocyanes, tanins galliques, et des irridoides.

En accord avec nos résultats, Boumerfeg, (2010) a travers son étude sur les propriétés
antioxydantes d’extraits phénoliques de certaines plantes dont Carthamus caeruleus L. a
montré la richesse des racines de cette plante en flavonoides. De méme, les résultats de
I’analyse phytochimique sont globalement confortés par les travaux de Aissaoui et al., (2011)
et Benhamou et Fazouane (2013) qui ont noté la présence d’une variété de métabolites
secondaires chez cette plante expliquant ainsi son utilisation en médecine traditionnelle pour

le traitement en particulier des bralures.

En outre, Takimoto et al., (2001), Roh et al., (2004) et plus récemment, les travaux de
Vuong et al.,, (2013) ont montré que des graines d’une espéce du genre Carthamus
(Carthamus tinctorius L.) utilisée en médecine traditionnelle en Asie et Korée étaient riches
en composés phénoliques dont les flavonoides confortant nos résultats. Kusoglu et
kahraman (2015) ont par ailleurs, mis en évidence chez cette espéce la présence de

flavonoides dans des extraits éthanoliques de feuilles séchées.

111.2.Extraction des polyphénols :

Le rendement d’extraction des polyphénols des deux plantes P.odora L. et C.caeruleus L. est
illustré dans le tableau VII ci-dessous.

Tableau VII : Rendement de I’extraction en polyphénols des deux plantes étudiées.

La plante étudiée Rendement (%)
Feuilles de P. odora L. 22,02
Racines de C. caeruleus L. 22,73

D’aprés ces résultats, on note que les deux plantes présentent un rendement presque identique
d’environ 22%. Cette valeur est l1égeérement supérieure a celle rapportée pour une plante de la
méme famille des Astéracées (Cynara scolymus L.) pour laquelle le rendement obtenu est de
20,13% (Mahmoudi et al., 2012). Cette différence ainsi observée dans le rendement peut étre

probablement liée a la difféerence d’espéce, de la méthode d’extraction (décoction,
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macération), de type de solvant d’extraction utilisé ou encore la partic de la plante employée
(bractées, tige, fleur, réceptacle). En effet, selon Escribano-Bailon et Santos- Buelga,
(2003), I’extraction dépend de plusieurs paramétres y compris la granulométrie de la poudre,

le volume et la nature de solvant utilisé.

L'extraction des polyphénols de plantes médicinales est I'une des principales étapes de
nombreuses études biologiques et thérapeutiques. Le rendement de cette extraction est
également affecté significativement par plusieurs parameétres, tels que la température et le
temps d'extraction (Vuong et al., 2013).Selon Lehout et Laib (2015), les rendements
d’extraction des composés polyphénoliques des feuilles séchées de la plante Arteme siaarba
alba de la famille des Astéracées varient en fonction de la méthode d’extraction et du type de
solvant. Ainsi, des valeurs de 13,3%, 21 % et 28,4% sont obtenus avec des méthodes
d’extraction respectives de macération dans un mélange de solvant de méthanol-eau (70 :30),

décoction dans de I’eau bouillante pendant 30min. et a 1’eau chaude a 77°C.

I11.3.Dosage de la concentration en polyphénols :

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des deux plantes sont respectivement de 55,02
11,54 mgEAG/g pour les feuilles fraiches de P.odora L. et 50,14 mgEAG/g pour les racines
fraiches de C. caeruleus L.

Nos valeurs sont inférieures a celles enregistrées par Gherib et al., (2016) qui ont pour leur
part indique pour une autre espéce du genre Pulicaria une teneur de 329,9 + 0,3 mgEAG/g
pour les extraits de fleurs et 222,7+1,1 mgeAG/g pour ceux des feuilles. De méme, Parejo et
al., (2003) ont noté pour des extraits aqueux de neuf plantes appartenant a la famille des
Asteraceae des teneurs en polyphénols comprises entre 71 et 211,5 mgEAG/g, teneurs

supérieure a celles de nos deux plantes étudiées.

Le résultat obtenue des composés phénoliques a été signalée également par Wojdylo et al.,
(2007) qui ont remarqué que la famille des Asteraceaes présente des teneurs élevées en
composés phénoliques comparée aux autres familles botaniques. Kamkar et al., (2013) ont
aussi souligné que les polyphénols sont des constituants majeurs des plantes du genre

Pulicaria.

Ces divergences dans les résultats sont en partie liées a la différence d’espece, le type
d’organe utilis€ dans I’extraction (racines, feuilles, fleur, etc.). Selon Ebrahimi et al.,

(2008),le  contenu phénolique varie en fonction des facteurs climatiques et
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environnementaux (la zone géographique, sécheresse, sol, agression et maladie, etc.) alors que
Miliauskas et al., (2004) a attribué cette différence au patrimoine génétique, la période et le
stade de développement de la plante. Madi, (2010) a prouvé que les teneurs des polyphénols
totaux et des flavonoides sont élevées lorsque le milieu de vie de la plante n’est pas adéquat,
dans ce cas la plante favorise la synthése des métabolites secondaires afin de s’adapter et
survivre. De plus Lee et al., (2003) a indiqué que la méthode d’extraction et de quantification

peuvent également influencer 1’estimation de la teneur des phénols totaux.

I11.4.Extraction des saponines :

Selon nos résultats, les feuilles de P. odora L. présentent un rendement de 2,02% tandis que
celui de C. caeruleus L. est de 0,44%, valeur trés inférieure a celle enregistrée pour la

premiére plante.

Une étude phytochimique récente menée par Lerancon (2013) sur Solidago virgaurea, une
plante de la famille des Astéracées a démontré que le taux de saponines dans la matiere seche
varie entre 0 et 4,36 + 0,52% selon la population considérée confortant ainsi nos résultats. Cet
auteur ajoute que la localisation des saponines est une étude importante a effectuer sachant
que, les metabolites secondaires ne sont généralement pas présents de maniere homogene
dans la plante. Selon Augustin et al., (2011), les saponines peuvent étre stockées uniquement
dans certains organes, variables selon la plante. Ainsi, chez une plante d’alpestris d’Isola
2000, les saponines sont présentes dans les fleurs/graines et les feuilles, mais absentes ou
présentes a I’état de traces dans les tiges et les rhizomes. Ce résultat est en accord

avec le réle de phytoprotecteur des saponines (Francis et al., 2002 ; Gonzéalez-Lamothe et
al., 2009). En effet, les saponines sont des phytoanticipines, ce sont des composés produits
par la plante lors de son développement et stockés dans les organes de la plante les plus
exposés. Ils sont activés et/ou libérés lors d’une attaque de pathogéne ou une blessure des
tissus, permettant ainsi a la plante de survivre.

Dans le cas de la plante S. virgaurea de la famille des Astéracées, les saponines sont stockées
dans les fleurs/graines et dans les feuilles comme dans notre cas pour Pulicaria odora L.,
organes les plus fragiles de la plante, certainement afin d’assurer la reproduction et la
photosynthése (Lerancon, 2013). Cette derniére a de plus, rapporté une variabilité du
pourcentage de saponines selon la localisation géographique pour virgaurea récoltée a
Chastellar (2,50%), & Auron (2,8%) et La Colmiane (3,8%). Une influence de période de

récolte est également observée. Les saponines sont présentes en grande quantité des la
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formation de la hampe florale. Cette teneur augmente avec le développement des fleurs et
I’avancée de la floraison mais diminue en fin de floraison lorsque les fleurs fanent. Enfin, les
taux de métabolites secondaires dans une plante peuvent varier de maniére importante d’une

année sur 1’autre, en particulier a cause des conditions climatiques.
I11.5. Evaluation de ’activité antimicrobienne :

Les résultats de 1’évaluation du potentiel antimicrobien des extraits polyphénoliques des
deux plantes étudiées vis-a-vis des souches microbiennes choisies sont donnés dans le tableau

ci-dessous.

Tableau VIII : Résultats des tests d’antibiogramme réalisés avec les polyphénols extraits des
deux plantes éetudiées.

ante étudiée Pulicaria odora L. Carthamus caeruleus L.
Souche Dmoy. des zones | Degré de | Dmoy des zones | Degré de sensibilité
d’inhibition sensibilité d’inhibition
(mm) (mm)
Staphylococcus
aureus 135+1 20+ 0
Bacillus Légérement Modérément
subtilis 12 5+0.33 inhibitrice 20+0.66 inhibitrice
Escherichia 6+4 Résistante 5,5+3,66 Résistante
coli
Résistante
Candida 0 Résistante 614
albicans
Aspergillus Légerement
brasiliensis 543,33 Résistante 13,5+1 inhibitrice

Dmoy. : Diamétre moyen

L’étude de I’activité antimicrobienne de 1’extrait polyphénolique de la plante Pulicaria odora
L. a montré une légere activite sur les deux souches de bactéries & Gram+ testées (S. aureus et
B. subtilis) avec des zones d’inhibition respectives de 13,51 et 12,5+0,33 mm. Cependant,

ces mémes souches se sont révélées moyennement sensibles a ’extrait polyphénolique de
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Carthamus caeruleus L. Par contre, la souche a Gram- représentée par E. coli ainsi que la

levure C. albicans se sont montrées résistantes aux deux extraits de polyphénols testés.

A Tinverse, le champignon Aspergillus brasiliensis a montré une sensibilit¢ moyenne a
I’extrait de Carthamus caeruleus L. alors qu’il s’est révélé résistant a celui de Pulicaria odora
L.

En accord avec nos résultats, Saffidine et al., (2013) ont démontré pour des extraits
polyphénoliques de racines de Carthamus caeruleus L. une activité moyenne vis-a-vis des
mémes souches étudiées. Au contraire, ces derniers ont observé une sensibilité de la levure C.
albicans. Sokmen et al., (2003) ont montré que les extraits méthanoliques de la plante
Achilleas intenisii (Asteraceae) inhibent la croissance de S. aureus, Bacillus sp, E. coli, E.

agglomerans et S. marcescens.

Concernant la plante P. odora L., a notre connaissance, il n’existe aucune étude faisant part de
I’activité antimicrobienne des extraits polyphénoliques. Le peu de travaux disponibles sont
axés sur I’effet des huiles essentielles. Ainsi, des huiles essentielles extraites des racines de
cette plante (Ezoubeiri et al., 2005, Hanbali et al., 2005) se caractérisent par une activité
antibactérienne et antifongique. Cependant, des travaux menes avec différentes especes du
méme genre, notamment des extraits de polyphénols méthanoliques de 1’espéce Pulicaria
dysenterica sont actifs sur des souches de B. subtilis et S. aureus confortant nos résultats
(Bahman et al., 2002) alors que Hashim El-Kamali et Al-TayebMahjoub, (2009) ont
démontré une sensibilité des mémes souches bactérienne qu’on a étudié (Gram+ et Gram-)
aux extraits méthanoliques et éthanoliques de 1’espéce Pulicaria undulata. Cette difference de
sensibilité des souches microbiennes aux extraits biologiques peut étre expliquée par une
adaptation évolutive liée étroitement aux conditions biotiques (I’espéce elle-méme) et

abiotique (milieu).

En général, selon la littérature une grande variabilité de I’activité antimicrobienne des extraits
vis-a-vis des différentes souches est observée. D’aprés Colak et al., (2009), la sensibilité d'un
microorganisme a un extrait dépend des propriétés de type de polyphénols et du

microorganisme lui-méme.

Dans notre étude, les deux souches bactériennes & Gram positive testées sont plus sensibles
que la souche a Gram négative. Cette différence dans la sensibilité aux extraits peut étre

attribuée a la différence de la structure entre les bactéries Gram positive et les bactéries Gram
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négative (Shtayeh et al., 1998).Selon Yakhlef et al., (2011), la résistance de la bactérie a
Gram négative n’est pas surprenante du fait que ces bactéries possedent une résistance
intrinseque aux agents biocides qui est en relation avec la nature de leurs membranes externes
composees de lipopolysaccharides qui forment une barriére imperméable aux composés

hydrophobes.

De plus, Trombetta et al.,, (2005) ont conclue, I’effet antimicrobien des composés
polyphénoliques est partiellement di & une perturbation des fractions lipidiques de la
membrane plasmique des bactéries. Selon toujours ces auteurs, ces composés phénoliques
alterent la perméabilit¢ de la membrane et causent ainsi la perte de ses organites
intracellulaires. D’autres auteurs, Dhaouadi et al., (2010) suggerent que 1’effet antimicrobien
des polyphénols induit I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur la
membrane cellulaire et leur interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation en

substrats et ions métalliques.

La Figure ci-apres représente les Zones d’inhibition selon les souches microbiennes testées.

38



Chapitre III Résultats et discussion

Activité antimicrobienne des polyphénols

Pulicaria odora L. Carthamus caeruleus L.

Staphylococcus
aureus

Bacillus
Subtilis

Escrichia
Coli

Candida albicans

Aspergillus
brasiliensis

Figure 13: Zones d’inhibition des souches microbiennes testées (Photos personel).
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I11.6.Evaluation de Dactivité cicatrisante des plantes P. odora L. et C.
caeruleus L.

111.6.1.Evolution pondérale :
111.6.1.1.Evolution pondérale des souris avec plaies :

Les résultats de I’évolution pondérale des souris expérimentés sont illustrés dans la Figure 15
(tableau 1X, annexe 6).
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R : lot traité par le produit de référence Madécassol® ; E1: lot traité par la créme traditionnelle ; E2 : lot traité par la poudre de
C.caeruleus L.; E3: lot traité par I’extrait saponosidique de C .caeruleus L. ; E4 : lot traité par la poudre de P.odora L.; E5:
lot traité par I’extrait saponosidique de P.odora L.

Figure 14 : Evolution du poids moyen des souris des différents lots d’expérimentation
(plaies)
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111.6.1.2.Evolution pondérale des souris bralées :

Les résultats de 1’évolution pondérale des souris expérimentés sont illustrés dans la figure 16
(tableau X, annexe 6).
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E6 : poids moyenne de lots traité par la créeme traditionnelle ; E7 : poids moyenne de lots traité par la poudre de P.odora

Figure 15 : Evolution du poids moyen des souris des différents lots d’expérimentation
(bralés)

Comme indiqué par les Figures 16 et 17, on observe pour les différents traitements une
diminution du poids des souris au cours des trois premiers jours avec cependant, une reprise
du poids a compter de ce 3*™jour pour les différents lots traités. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Benhamou et Fazouane, 2013).Selon Lodhi et al., (2006), cette diminution du
poids corporel ainsi enregistrée serait probablement en partie liée a I’effet direct du
traumatisme induit par les lésions dorsales qui entrainent une diminution de la consommation

de I’aliment par la souris.
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111.6.2. Evolution des surfaces des plaies et des brilures:

Au cours de la période du suivi de la cicatrisation, les plaies et les brdlures ont été

régulierement mesurées et photographiés tous les deux jours (Tableau XI et XIV).

111.6.2.1. Evolution des surfaces des plaies :

Le tableau XI montre les résultats de 1’évolution des surfaces moyennes des plaies en

fonction des différents traitements appliques.

Tableau X1 : Evolution des surfaces moyennes des plaies durant la période expérimentale.

Temps | Jo Js Jo Ji12 Jis
Lots
Lot 1,2291 0,8678 0,4594 0,16095 0,073
référence + + + + +
n=2 0,0654%™ 0.055%" 0,1178*™ 0,02358™ 0,0016 "
1,0406 0,64395 0,1354 0,0579 0,00705
Essai 1 + + + + +
n=2 0,0602"" 0,0942°" 0,0065" 0,0084°" 0,0005 ®*
1,570575 1,1623 0,2395 0,1109 0,0154
Essai 2 + + + + +
n=2 0,2932 ¢ 0,2513 ¢ 0,0288¢ 0,0098%" 0,0014%"
1,2291 0,9503 0,30975 0,17765 0,0881
Essai 3 + + + + +
n=2 0,06549" (05 0,01479 0,01249* 0,0017¢
1,1388 0,8678 0,20415 0,0706 0,0215
Essai 4 + + + + +
n=2 0,1256° 0,055¢" 0,0523¢" 0¢" 0,0026 ¢
0,9581 0,7107 0,1963 0,0402 0,00705
Essai 5 + + + + +
n=2 0,1152 ™ 0,0497" o™ 0,0058 ™ 0,0005™
Les valeurs verticales affectées d’indices différents sont significatifs *: significatif ~ ***: hautement

significatif.
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11 est a signaler que I’ensemble des travaux menés avec la plante Pulicaria odora L. traitent
de Dl’activit¢ antimicrobienne des huiles essentielles. A ce jour, il n’ ya aucun travail sur
I’activité cicatrisante de cette espéce de plante. De ce fait, on s’est proposé de comparer nos
résultats par rapport a ceux obtenus dans ce travail avec la deuxieme plante étudiée, en

particulier, Carthamus caeruleus L.

Comme on peut 1’observer a Jo, les surfaces moyennes des plaies sont presque homogénes.A
partir du 5°™ jour, on observe une réduction importante de la moyenne des surfaces des plaies
traitées par la créme traditionnelle comparée aux autres traitements. Cette surface est
Iégerement supérieure avec une statistique significative comparé a celles des plaies traitées
par ’extrait saponosidique de P.odora L.et des lots traitées par le produit de référence, la
poudre de P. odora L.et I’extrait saponosidique des racines fraiches de C. caeruleus L.qui
sont respectivement de 0,0667 cm?; 0,2238 cm?; 0,2238 cm? et 0,3066 cm?.

Entre le 5°™ et le 9°™ jour, la réduction des surfaces moyennes des plaies est presque la
méme pour les différents traitements. Par contre, au 12°™ jour, les surfaces des plaies traitées
par la créme traditionnelle, la poudre et I’extrait saponosidique de P .odora L. représentent la
moitié de celles des plaies traitées par Madécassol®, la poudre et 1’extrait saponosidique de C.
caeruleus L.qui sont respectivement de 0,0579 cm? ; 0,0706 cm? ;0,0402 cm? contre 0,16095
cm?;0,1109 cm?; 0,17765 cm? (P<0,05).

Au 15°™jour, la moyenne des surfaces des plaies traitées par la créme traditionnelle, 1’extrait
saponosidique de P. odora L., la poudre des deux plantes (P. odora L.,C.caeruleus L.)
représentent plus que la moitié de celles des lots traités par le produit de référence
Madécassol®et qui sont respectivement de0,00705 cm?; 0,00705 cm?; 0,0215 cm?; 0,0154
cm? contre 0,073 cm?. Cette différence entre les résultats d’un point de vue statistique est
hautement significative (P<0,001). A L’inverse, la moyenne des surfaces des plaies traitées
par I’extrait saponosidique des racines fraiches de C.caeruleus L. est significativement

légérement supérieure a celle traitée par Madécassol® (0,0881 cm?contre 0,073 cm?).

En résumé, nos résultats suggerent que (Tableau XI) la créme traditionnelle présente un

effet de cicatrisation plus efficace que I’extrait saponosidique de P. odora L. (P < 0,05).

De méme, la poudre de C. caeruleus L. s’est révélée plus efficace que la poudre de P. odora
L. En outre, I’extrait saponosidique des racines fraiches de C. caeruleus L. a un pouvoir de

cicatrisation moindre que le produit de référence Madécassol®(P < 0,05)ce qui est
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probablement li¢ a la teneur de 1’extrait des racines en saponineS dont la concentration est
faible de I’ordre de 0,44% .

Le tableau rapportant les pourcentages de réduction des surfaces des plaies pour les différents

traitements est représenté ci-dessous.

Tableau XI1 : Evolution des pourcentages des plaies traitées par les différentes pommades.

R : produit de référence Madécassol®; E1 : Créme traditionnelle de Carthamus caeruleus L. ; E2 : Poudre des racines de

Jours | J; Js Jo Ji2 Jis

Lots

R 0 29,39 62,62 86,90 94,06
E1 0 38,11 86,98 94,43 99,32
E2 0 26 84,75 92,93 99,01
E3 0 22,68 74,79 85,54 92,83
E4 0 23,79 82,07 93,80 98,11
E5 0 25,82 79,51 95,80 99,26

Carthamus caeruleus L. ; E3 : Extrait de saponine de Carthamus caeruleus L. ; E4 : Poudre des feuilles Pulicaria odora L. ;
E5 : Extrait de saponine de Pulicaria odora L.

D’aprés ces résultats (Tableau XII et Figure 17, annexe 7), I’effet cicatrisant de la créme
traditionnelle de Carthamus caeruleus L., I’extrait saponosidique de Pulicaria odora L. et les
poudres des deux plantes (P.odora L.et C.caeruleus L.) s’avére plus efficace que celui du
médicament de référence avec une augmentation respectivement de 5,25% ; 5,2% ; 4,05% et

4,95% en faveur des différentes préparations.

En outre, le produit de référence Madécassol® utilisé pour 1’étude de I’activité cicatrisante est
a base de saponosides extraits d’une plante médicinale appelée Centella asiatica qui
appartient a la famille des Aspiaceae. Les constituants les plus actifs de cette plante sont des
saponosides principalement, 1’asiaticoside, le centelloside, le madécassoside. La majorité des

études pharmacologiques ont montré que le madécassoside stimule et régule la production de
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collagene, matrice fibreuse indispensable & la cicatrisation des plaies (Brinkhaus et al.,
2000).Cela nous permet de supposer que les saponosides existants dans les deux plantes
considérées dans cette étude augmentent peut-étre 1’action des cellules responsable a la

synthése du collagéne et la répartition de la destruction tissulaire.

Par ailleurs, lorsqu’on compare les moyennes des surfaces finale et initiale de chaque lot, on
constate qu’au 15°™jour, les surfaces moyennes des plaies traitées par le produit de référence
ne présentent que 0,073 /1,2291 (soit 5,94 %) ; 0,00705 / 1,57075 (soit 0,45 %) ; 0,00705 /
0,9581 (soit 0,73 %) 0,00705 / 0,9581 (soit 0,73 %), 0,0154 / 1,5707 (soit 0,98 %) ; 0,0215 /
1,338( soit 1,6%) ; 0,0881 /1,2299 (soit 7,16 %) de celles respectivement des lots traités par la
creme traditionnelle, I’extrait saponosidique de P.odora L., la poudre de C. caeruleus L., la
poudre de P.odora L., I’extrait saponosidique de C.caeruleus L. Donc, les plaies se sont
contractées respectivement de 94,06% ; 99,32% ; 99,26% ; 99,01% ; 98,11% (Tableau XII et

Figure 17, annexe 7).

L’analyse statistique des résultats de cicatrisation a montré que la créme traditionnelle,
I’extrait saponosidique de P.odora, la poudre de chacune des deux plantes sont plus efficaces

dans le traitement des plaies que Madécassol® (P < 0,001).

Par ailleurs, Benhamou et Fazouane (2013) ont indiqué qu’une préparation traditionnelle
des rhizomes de Carthamus caeruleus L. avec du lait a un effet de guérison des plaies et des
bralures plus puissant que la pommade pharmaceutique (Madécassol®) pour les plaies et

(Biafine) pour les bralures.

D’aprés les résultats obtenus 1’effet cicatrisant de la créme traditionnelle de C. caeruleus L.
s’avere plus efficace que les autres pommades préparées, en particulier I’extrait saponosidique
de P. odora L. Cela peut étre expliqué par I’intervention des autres métabolites secondaires
qui renforcent 1’effet cicatrisant lorsque la matrice fraiche entiére est considérée. Par ailleurs,
I’effet cicatrisant de poudre de C. caeruleus L. s’est révélé plus efficace que celui de P.odora
L. s’expliquant peut étre par la différence de la composition chimique ou par I’utilisation des

parties différents de plantes (feuilles, racines).

Les résultats de 1’évolution des surfaces moyennes de cicatrisation des plaies en fonction des

traitements appligués sont mentionnés dans la Figure ci-apres.
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J1

J3

Js

J7

Jo

Ji2

Jis

| Figure 17: Représentation photographique de 1’évolution des surfaces de cicatrisation des
plaies d’excision chez les souris traitées observée durant les 15 jours.
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111.6.2.2. Evolution des surfaces des brdlures :

L’évolution des surfaces moyennes et les pourcentages des brilures durant la période
d’expérimentation sont montrées dans les tableaux XI1I et XIV ci-aprés.

Tableau XIII: Evolution des surfaces moyennes des brilures durant la période
expérimentale.

Temps Jo J3 Jo Ji2 Jis Ji7 Jig
Lots
Essai 2,0106 2,0106 1,7671 0,7859 0,5026 0,2827 0,1256
témoin 6
Essai 6 1,767 1,767 1,2271 0,2827 0,0962 0,0490 0,0314
n=1
Essai 2,2698 2,2698 2,298 1,5393 0,6361 0,5026 0,3848
témoin7
Essai 7 2,5446 2,5446 1,5393 0,5026 0,1963 0,0962 0,0706
n=1

Tableau XIV : Evolution des pourcentages des brilures témoins et celles traitées par les
différentes pommades.

Jo Js Jo Ji2 Jis Ji7 J1g
Et6 0 0 12,11 60,94 75 85,93 93,75
E6 0 0 30,55 84 94,55 97,22 98,22
Et7 0 0 0 32,18 71,97 77,85 83,04
E7 0 0 39,50 80,24 92,28 96,21 97,22

E6 : Creme traditionnelle de Carthamus caeruleus L. ; E7 : Poudre des feuilles Pulicaria odora L. Et6 : brllures témoins du
souris traitées par la Creme traditionnelle de Carthamus caeruleus L. ; Et7 : brdlures témoins du souris traitées par la Poudre
des feuilles Pulicaria odora L.
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A Jo, les surfaces des brilures sont presque identiques.A partir du 9°™ jour, on observe une
réduction importante des surfaces des brilures traitées par la creme traditionnelle et la poudre
de Pulicaria odora L. Entre le 9™ et 17*™jour, la cicatrisation se poursuit de fagon positive
pour les deux traitements avec un effet presque identique. Les pourcentages de cicatrisation
atteints au bout du 19°™ jour pour la créme traditionnelle et la poudre de P.odora L. sont
respectivement de 98,22 % et 97,22 % suggérant ainsi, un pouvoir de cicatrisation presque

identique.

Le tableau XIII et la Figure 19, annexe 7 rapportant les pourcentages de réduction des
surfaces des brdlures pour les différents traitements.

La Représentation photographique des surfaces de la cicatrisation des brilures chez les souris
traitées est présentée dans la Figure ci-dessous.

N Ji2
| 4

f

" -
.

!

Figure 19 : Représentation photographique des surfaces de la cicatrisation des brllures chez
les souris traitées durant les 19 jours.
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Conclusion

La plupart des especes vegétales qui poussent dans le monde entier sont riches en molécules
bioactives a intéréts bénéfiques sur la santé humaine. Parmi ces plantes, Pulicaria odora L.et
Carthamuscaeruleus L. sont deux plantes utilisées traditionnellement pour leurs vertus
thérapeutiques vis-a-vis de plusieurs maladies (gale, plaies, brhlures, engelures, eczéma,etc.).
A cet effet, notre étude a pour objectif d’évaluer in vitro 1’activité antimicrobienne de leurs
extraits polyphénoliques et in vivol’effet cicatrisant de pommades préparées a base des
extraitssaponosidiques ou de la poudre végétale des deux plantes suscitées et d’une créme
obtenue avec la matrice fraiche de Carthamuscaeruleus L.

Les résultats du screening phytochimique des deux plantes étudiées (P. odora L.et C.
caeruleus L.) montrent une biodiversité remarquable en substances biactives tels que la
présence des flavonoides, des saponines, des mucilages, des coumarines et des alcaloides,
avec en outre, une richesse deP.odora L. en tanins (totaux te galliques).Le rendement
d’extraction en polyphénols est identique pour les deux plantes avec une valeur moyenne de
l’ordre de 22.02 % et 22.73 % pour respectivement les feuilles fraiches deP. odora L.et les
racines fraiches de C. caeruleus L. Cependant, le pourcentage d’extraction des saponines est
variable avec un taux trés élevé pourles feuilles de P.odoralL. (2,02%) comparé a celui des
racines fraiches de C. caeruleus L. (0,44%).

Par ailleurs, les résultats du dosage de la concentration des polyphénols arévelé des teneurs
intéressantes, soit une valeur de 55,02 +10,54 mgEAG/g pour les feuilles fraiches
deP.odoraL.et50,14+1,75mgEAG/g pour les racines fraiches de C.caeruleus L.De plus, les
polyphénols extraits a partir des feuilles de P. odora L.et les racines de C. caeruleus L. ont un
pouvoir d’inhibition de la croissance des bactéries Gram positive (Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus) comparé aux bactéries Gram négative étudiées. En outre, 1’extrait
polyphénoliquede C.caeruleus L.présente une légere activité inhibitrice sur la croissance du
champignon Aspergillus brasiliensis alors que la souche deCandida albicanss’est revelée
résistante aux deux extraits.

Les essais préliminaires visant la mise en évidence de I’activité cicatrisante des deux plantes
(creme traditionnelle, 1’extrait saponosidique et la poudre de chacune des deux
plantesétudiées) ont été réalisés sur des souris albinoset ont montrés que :

v le poids corporel moyen des quatre lots diminue a Jsavec toutefois une reprise
normale tout le long de la période d’expérimentation.

v Le pourcentage de réduction des plaies traitées par la creme traditionnelle (99,32
%), par I’extrait saponosidique deP. odora L. (99,26 %), par la poudre de C.
caeruleus L. (99,01 %)et par la poudre de P. odora L. (98,11 %) sont hautement
significatifs (P< 0,001) comparés a celui du lot de référence Madécassol®(94,06
%).

v" Un pourcentage de réduction des brilures presque comparable est obtenu avec la
creme traditionnelle (98,22%) et la poudre de P. odora L. (97,22 %) suggérant
ainsi leur pouvoir cicatrisant identique.
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En perspectives, il est intéressant de compléter cette étude par :

v' Etudier linfluence d’autres méthodes d’extraction (par exemple : sonication,
hydrodistillation) et type de solvant sur le rendement d’extraction en saponosides et
composés polyphénoliques ;

v’ Extraction, purification et caractérisation par une analyse par CG-SM ou HPLC des
différents extrais polyphénoliqueset saponosides identifiés pour les deux plantes ;

v Approfondir les essais de cicatrisation des extraits saponosidiqueset de la creme
traditionnelle étudiés par des études histologiques ;

v’ Elaboration des pommades ou encore de creme a intérét cosmétologique a base des
feuilles ou racines de P. odora L. (Ouden El hallouf) ou encore a base des racines de
C. caeruleus L.(Mosghresse) avec conduite d’essais cliniques.

v’ Elargir I’étude de D’activité antimicrobienne des extraits polyphénoliques sur d’autres
especes bactériennes pathogénes pour la santé humaine ;

v’ Evaluation de la performance de préparations combinées des extraits des deux plantes.
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Annexe 1 : Liste des produits chimiques

Formule chimique Nom chimique
(CH3COO), Pb Acétate de plomb
Cs Hg O, Acétate d’éthyle
C,H,0O, Acide acétique
C, H;NaO, Acétate de sodium
CH3;COCHj5 Acétone
CHCl; Chloroforme
EtOH Ethanol
FeCl; Trichlorure ferrique
H,SO, Acide sulfurique
HCI Acide chlorhydrique
HgCl, Chlorure de mercure
KOH Hydroxyde de potassium
Na,SO, Sulfate anhydre de sodium
NaCl Chlorure de sodium
NaOH Hydroxyde de sodium
NH,OH Ammoniaque ou hydroxyde d’ammonium
I, lode
CeHs Benzene
CsH10O Butanol
MeoH Méthanol
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Annexe 2 : Composition des principaux milieux de culture utilisés.

» Gélose Mueller Hinton (M.H)

Composition en (g/L)

Infusion de viande de beeuf déshydratée ....................coooiiiiiinin, 300g
Hydrolysat de caséing ..............coviiiiiiiiiiiiii il 17.5g
AMIAON & MATS ...ttt e 15g
AGAI=AZAT .ottt 18g
Eau distillée ......oouieii 1000ml
PHINAl ... 7,3+0.1a25°C

Stérilisation a 121°C /15mn. Aprés refroidissement, 5 ml de 1’additif Hecktoen sont
rajoutés a 225 ml de cette gélose Hecktoen.

> Milieu sabouraud

Composition (g/L)

Peptone ... 10g
GIUCOSE ..ttt e 20g
AN AT <. 15¢

Eau distillée .......oooieii 1000ml
PH fINal .. 6,3

Stérilisation & 121°C /15mn.
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Annexe 3 :

Tableau Il : Caractéristiques des souches microbiennes testées (Delarras, 2014).

Souche Systématique Caractére généraux
Régne : Bacteria C’est une bactérie aéro-anaérobie
L facultative, immobile, catalase positive,
Embr. : Firmicutes o . X
coagulase positive. Elle appartient a la
Classe : Bacilli o famille de Micrococcaceae et au genre
: - - =
: Staphlococcus. Le nom (aureus) signifie
Ordre : Bacillales = phioc nom ( ) sig
= (or) et vient du fait que, sur gélose, les
Famille : Micrococcaceae 2 colonies de Staphylococcus aureus sont
(&) . , 7
o igmentées couleur dorée
Genre : Staphylococcus 9 PIg ( X )
S Staphylococcus aureus est le pathogéne
Espeéce : Staphylococcus aureus | 2 le plus fréqguemment rencontré chez
& | 'homme au niveau du naso-pharynx, et
n de la peau.
+
. % Régne : Bacteria Bacillus subtilis sont des bacilles a
<) — o Gram positif sporogéne, aéro-anaérobie
= @) Embr. : Firmicutes P porogene, a :
O facultative, catalase positive, et mobiles
fd agpe (72] _— 7 oma= N
% Classe : Bacilli = par une ciliature péritriche, a
. kS distribution  ubiquitaire. ils sont
m Ordre : Bacillales 2 .
2 responsables des septicémies, des
Famille : Bacillaceae = endocardites, ainsi que des
. 'S toxi-infections alimentaires.
Genre : Bacillus 3
Espéce : Bacillus subtilis
Régne : Bacteria Escherichia coli ou colibacille (bacille
. de colon) est une bactérie aérobie
Embr. : Proteobacteria o ) ) L
anaérobie facultative, oxydase négative,
Classe : Gamma proyeobacteria | .— habituellement mobile (flagelles
o 7 = - - -
: éritriches) et pourvue de fimbriae. Elle
Ordre : Enterobacteriales ot P ches) P :
! 2 appartient  a la  famille  des
% Famille : Enterobacteriacea 2 Enterobacteriacea, au genre
= . D Escherichia. sa présence est un
Q) Genre : Escherichia S o Presence ,
4 indicateur de contamination fécale,

Espéce : Escherichia coli

responsable de
infections  urinaires,
septicemies.

gastro-enterites,
méningites et
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Reégne : Fungi

Embr. : Ascomycota

Espéce la plus virulente qui profite d’un
affaiblissement des défenses
immunitaires  pour contaminer les

2 mugqueuses de la bouche et du vagin et
wn . © . A
O Classe : Saccharomycetes £ donner des enduits blanchatres, les
3 . douleurs sont parfois trés importantes.
2 Ordre : Saccharomycetales L Candida albicans est responsable
S d’infections superficielles aussi bien que
Famille : Saccharomycetaceae T systématiques. Les infections
© superficielles comprennent le Muguet,
Genre : Candida des vulvo-vaginites, des interterigos (plis
cutanés humides), des onychomycoses et
Espece : Candida albicans périomyxis
Reégne : Fungi Aspergillus élabore plusieurs composés
dont certains sont trés toxique telle que
Embr. : Ascomycota fumitoxines, des COMpPOSés
trémorgéniques et d’autres molécules
Classe : Eurotiomycetes peuvent étre a 1’origine de toxicoses chez
k% les animaux d’¢levage (syndromes
Ordre : Eurotiales § nerveux, musculaires ou hémorragiques).
2 = En se développant dans le foie, peut
= Famille : Trichocomaceae g convertir 1’acide coumarique du mélilot
k= @ en dicoumarol, composé anticoagulant,
Q Genre : Aspergillus § responsable d’hémorragies chez les
% g bovins. L’exposition a cette espéce se
5 Espéce : Aspergillus brasiliensis 2— fait la plupart du temps par 1’inhalation

d’air contaminé par les moisissures
présentes sur la matiére végétale en
décomposition, des grains contaminés ou
des aérosols d’eaux résiduaires.




Annexe 4 : Matériel non biologique utilisé.
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Equipements et appareillage

Verreries et accessoires

- Etuve Memmert

- Bain-marie

- Balance analytique (KERN)
- Bec Bunsen

- Etuve sous vide

- Rotavapor

- Spectrophotometre

- Autoclave

- Hotte & flux luminaire verticale (S ERIL-
VVBH)

-Mixeur électrique

-Plagque chauffante

-Vortex

-Réfrigérateur

- Erlenmeyer de 100 ml, 250ml
- Flacons

- Bécher de 50ml, 100mi

- Fiole de 10ml, 20ml, 50ml, 100ml
- Entonnoirs

- Pilon et mortier en porcelaine
- Pipettes graduées

- Pipettes Pasteur

- Tubes & essali

- Boites de Pétri

- Ecouvillons

- Papier filtre

- Disques en papier

- Barreau magnétique

- Spatule

- Seringues

- Parafilm

- Micropipettes

-Pince
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Annexe 5:
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Figure 7: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Annexe 6 :

Tableau IX : Evolution des poids moyens chez les souris expérimentés (plaies).

Jo Js Js J7 Jo Ju Jis Jis
R 36 34 35 37 37,5 38 39,5 40
El 34,5 32,5 34 35,5 36 37,5 37,5 38
E2 32,5 30,5 34 35,5 37,5 38 38,5 39,5
E3 32 29,5 32,5 35 36 37 38 39
E4 34,5 32 34,5 36 36,5 37,5 38 38,5
ES 38 36 37 38 39 39 40 40,5
Tableau X : Evolution des poids chez les souris expérimentes (braléees).
Jo Js Js J7 Jo Ju Jis Jis Ji7 Jig
E6 24 22 24 24 24 27 28 29 29 30
E7 25 23 24 25 25 26 27 28 30 32
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Annexe 7 :
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R : produit de référence Madécassol® ; E1 : Créme traditionnelle de Carthamus caeruleus L. ; E2 : Poudre des racines de
Carthamus caeruleus L. ; E3 : Extrait de saponine de Carthamus caeruleus L. ; E4 : Poudre des feuilles Pulicaria odora L. ;
E5 : Extrait de saponine de Pulicaria odora L.

Figure 16 : Courbes représentatives des pourcentages de réduction des surfaces moyennes des

plaies traitées par les différents traitements.
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E6 : Créme traditionnelle de Carthamus caeruleus L. ; E7 : Poudre des feuilles Pulicaria odora L.

Figure 18 : Courbes représentatives des pourcentages de réduction des surfaces des bralures
traitées par les différents traitements.



Résumé :

Le présent travail porte sur 1’étude phytochimique, les activités antimicrobienne et cicatrisante de Pulicaria odora L. et de
Carthamus caeruleus L. récoltée dans la région de Chaabet El Ameur et Bordj Menail (Wilaya de Boumerdes) située au nord
Algérien. Le but de cette étude est de tester le pouvoir antimicrobien des extraits polyphénoliques et cicatrisant des extraits
saponosidiques des deux plantes. Le screening phytochimique révele une richesse en métabolites secondaires dans les feuilles
de Pulicaria odora L.et dans les rhizomes de Carthamus caeruleus L. (flavonoides, saponines, mucilages, coumarines et
alcaloides).Les rendements d’extraction des polyphénols des deux plantes P.odora L. et C. caeruleus L. sont respectivement
de 22,02 % et 22,73 % alors que celui des saponines est de 2,02 % et 0,44 %. Le dosage des polyphénols pour les feuilles de
Pulicaria odora L. et les racines de C. caeruleus L. a montré des teneurs respectives de 55,02 +1,54 mg EAG/g et
50,1441,75.mgEAG/g. En outre, ’analyse de I’activité antimicrobienne révéle que les extraits polyphénoliques sont efficaces
vis-a-vis des bactéries Gram® par rapport aux bactéries Gram™ pour les deux plantes. Concernant les résultats de I’activité
cicatrisante, les plaies traitées par la creme traditionnelle préparée par les rhizomes de Carthamus caeruleus L. se sont
distinguées par leur meilleure cicatrisation (99,32%) comparées a celles traitées par ’extrait saponosidiques de Pulicaria
odora L. (99,26 %) et les poudres de plantes C. caeruleus L. (99,01 %) et P.odora L.(98,11 %). Néanmoins, ’ensemble des
traitements effectués montre un effet de cicatrisation plus efficace que le produit de référence Madécassol®.

Mots clés: Pulicaria odora L., Carthamus caeruleus L., activité antimicrobienne, activité cicatrisante, screening
phytochimique, saponines, polyphénol.

D uedle
Carthamus L.,. Pulicaria odora L .ol 7 s all sl dadil 5 cilys jSeal) claibiaa) 5580 ¢330l pibasll Al ,d)l o doall 138 S 5
baial il 5 jSall Baliagll 5 B L) s Al sl 028 e G all s L 5 Sad) Jlad (Gl se 5 A0V 5) dlie 7 s meledl sl e Basasadll caeruleus
Usa G4 s Pulicaria odora L. G o8 & sl LS all e85 5 i€ il el and)) | oilall il oz all ) s J s ol
C. 5.P. odora L. ol Jsidd sall 3ale ) Adal Glaile 5 (il sl (g jle s8I canall ¢ silall ey 53 58304ll) Carthamus caeruleus L.
Pulicaria GlusY Jsiéd sl salal sy 70.44 572,02 A Csball zlamal 3 se cpa Ao Jsil) e 722,73 57.22.02 » caeruleus L.
«lld Jadlayhy . 75.mgEAG:14 £ 150 5 EAG/ & 1.54 + 55,02 (1 IS Db fise il e yelal C. caeruleus L.os> sodora L.
iy 3lahy ey cptag ) (o IS ) Al L il e 080 LSl + ol s 4 sl L s Allad J sl sl cilialivina o (5 Sl ozl Jalas oS
(799.32) sl (ppun3 JMA (50 15 5005 Carthamus caeruleus L. Jsia) il a S ae Jundl IS caalill 21 jad) oF 8K () jall spanad L
P.odora )’ (99.01, C.caeruleusL.) cxiisll abuas(99.26%) Pulicaria odora L.os zloaiuall  (pipball galsalse cplll g & jlia
Agmaall 7 5ie ®Madécassol (e idad ST eladl) 5l selay 2 lalall IS «lld aas, 7(98.11 L.

o sibaall (Al el pasdll <z 5 sall Qi) Ahadsle 2l el saladl s 58llc Pulicaria odora L., Carthamus caeruleus L. :éagdl cilals
s o)

Summary :

This work deals with phytochemistry study of Pulicaria Odora L. and Carthamus caeruleus L. plants harvested in Chaabet
El Ameur and Bordj Menaiel (Boumerdes) at the North of Algeria. Moreover, the power of antimicrobial polyphenolic
extracts and hailing activity were examined. Results of the phytochemistry screering revealed the existence of secondary
metabolits (flavonoids, saponins, mucilages, coumarin and alkaloids) in Pulicaria Odora L. leaves and Carthamus caeruleus
L. roots. The yield extraction of polyphenolic extracts are respectively 22,02% and 22,73% for P. odora L. and C. caeruleus
L. and it was around 2,02% and 0,44% for saponins.

Polyphenolic contents of Pulicaria odora L. leafy and C. caeruleus L. roots are respectively about 55,02=1,54mg EAG/g
and 50,14=1,75.mgEAG/g. Furthermore, antimicrobial activity test indicated that polyphenolic extracts of both plants were
efficient in on Gram positive bacteria. Concerning the healing activity results, wounds treated with a traditional creme
prepared with the Carthamus caeruleus L. roots showed efficient sceering (99,32%) compared to those which are treated
with saponins extracts of Pulicaria odora L. (99,26%) and powder plants (99,01%) for C. caeruleus L. and (98.11%) for P.
odora L. All treatments showed the sceering effectiveness compared to Madecassol® standard product.

Key words : Pulicaria odora L., Carthamus caeruleus L., Antimicrobial activity, Healing activity, Sceering phytochemistry,
Saponins, Polyphenols.
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