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Glossaire

(Bruneton, 1993).

Carragénine : mélange de polysaccharides sulfatés extraits dalgues rouge, gélifiant et
émulsifiant alimentaire. Utilisée notamment pour induire des foyers inflammatoires (cedéme a

la carragénine) en expérimentation animale.

Cataplasme : est une pate, plus ou moins épaisse, réalisée a base de plantes broyées et d'eau,
destinée a soulager des douleurs ou des affections.

Dépuratif : se disait de tisanes et de médications auxquelles on attribuait la propriété de

débarrasser I'organisme de ses toxines et de ses déchets.
Endosperme : tissu nutritif qui entoure I'embryon a l'intérieur des graines des plantes a fleurs.

Glabre : un organe végétal dépourvu de poils.
Lacérer : limbe décussé ou réduit autour des nervures.

(Edeme : désigne le gonflement d'un tissu causé par I'accumulation d'un liquide séreux qui

envahit divers tissus.

Onguent : médicament a base de résine, de corps gras et de divers principes actifs destiné a

étre appliqué sur la peau.

Silice : est un oligo-élément dont la forme naturelle est le dioxyde de silicium, lequel est

présent dans de nombreux minéraux (silicium).
Sudorifique : qui provoque la sudation.

Tonifiant : qui donne de 1’énergie (du tonus).

Rachitisme : est une maladie du squelette se manifestant au niveau des zones osseuses a

croissance rapide. Il est dans la trés grande majorité des cas dd a la carence en vitamine D.



Résumé

Lepidium sativum est une plante qui appartient a la famille Brassicaceae, qui recéle de
multiples propriétés médicinales. Elle est connue sous le nom de "cresson alénois" ou " &
ald Ll

Les graines de la plante ont été soumises a une extraction éthanolique par deux méthodes
d’extraction différentes: la macération (a froid) et la décoction (a chaud). L’étude
comparative a montré que le rendement d’extraction le plus élevé a été obtenu par la méthode
d’extraction par décoction.

Le criblage phytochimique a révélé la présence de quelques groupes chimiques (anthocyanes,
tanins galliques, flavonoides, mucilages, glycosides et coumarines) susceptibles d’exprimer
les activités recherchées.

Cependant, ’examen physico-chimique de la poudre végétale a démontré que la plante se
caractérise par un taux d’humidité conforme aux normes décrites par la pharmacopée
européenne (<15%). La teneur des cendres a avoisiné 8.87 % alors que les taux des
substances extractibles dans 1’eau et dans 1’éthanol étaient estimés a 8.25% et 14.57%
respectivement. Le pH s’est avéré 1égeérement acide (6,01).

L’¢tude de la toxicité aigiie des extraits aqueux préparés a partir des concretes €thanoliques de
Lepidium sativum, administrés par voie orale a des souris de race N.M.R.I, a montré que la
plante n’a aucun effet toxique a la dose de 25g/kg

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH.
D’apres les résultats, les deux extraits sont dotés d’un potentiel anti-radicalaire modéré par
rapport a celui de la Vitamine C.

L’activité antimicrobienne a été testée sur cinq souches par la méthode de diffusion des
disques sur milieu gélosé. Les résultats ont montré que les deux extraits possédent un effet
inhibiteur envers la plupart des souches testées. L’extrait 2 a présenté une activité
antibactérienne intéressante vis-a-vis de la souche Bacillus subtilis avec une zone d’inhibition
de 23 mm, alors que pour les souches : Aspergillus niger, Escherichia coli et Staphylococcus
aureus, les diamétres d’inhibition sont 18 ; 17 et 13 mm respectivement, et aucun effet
inhibiteur envers la croissance de la souche Candida albicans.

D’autre part, La souche Aspergillus niger s’avére trés sensible a I’extrait lavec un diamétre de
zone d’inhibition de 16mm, alors que pour les quatres souches restantes, les résultats sont
identiques (11mm).

Ces deux extraits ont donné la plus faible concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis
des souches A. niger et E. coli qui est de I’ordre de 62.5 mg/ml.

Pour I’évaluation de 1’effet anti-inflammatoire, nous avons utilisé le test d’induction de
I’;edéme a la carragénine. L’extrait obtenu par macération s’est révélé plus actif que le
Diclofénac® qui est utilisé comme anti-inflammatoire de référence, alors que 1’extrait obtenu
par décoction a présenté la plus faible activité anti-inflammatoire.

Mots clés : Lepidium sativum, macération, décoction, toxicité aigiie, activité anti-oxydante,
activité antimicrobienne, activité anti-inflammatoire.



Abstract

Lepidium sativum is a plant that belongs to the Brassicaceae family, which has many
medicinal properties. It is known as "Garden cress" or "abi il ",

The seeds of the plant were subjected to an ethanol extraction by two different extraction
methods: maceration (cold method) and decoction (hot method). The comparative study
showed that the highest yield was obtained by the decoction method.

The phytochemical screening revealed the presence of some chemical groups (anthocyanins,
gallic tannins, flavonoids, mucilages, glycosides and coumarins) able to express the desired
activities.

However, physico-chemical examination of the plant powder showed that the plant is
characterized by a humidity level in accordance with the standard described by the European
Pharmacopoeia (<15%). The ash content was around 8.87%, while the rates of extractable
substances in water and ethanol were about 8.25% and 14.57%, respectively. The pH was
slightly acidic (6.01).

The study of the acute toxicity of aqueous extracts prepared from the ethanolic dry extracts of
Lepidium sativum, administered orally to mice of race N.M.R.I, showed that the plant had no
toxic effect at the dose of 25g/kg.

The antioxidant activity was evaluated by the DPPH free radical scavenging method.
According to the results, the two extracts have a moderate anti-radical potential compared to
the Vitamin C.

The anti-microbial activity was determined for five strains by the disk diffusion method on
agar medium. The results showed that both extracts had an inhibitory effect on most strains
tested. Extract 2 showed interesting antibacterial activity with respect to the Bacillus subtilis
strain with a zone of inhibition of 23 mm, whereas for the strains: Aspergillus niger,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, the inhibition diameters are 18, 17 and 13 mm
respectively, and no inhibitory effect against the growth of the Candida albicans strain.

On the other hand, the Aspergillus niger strain is very sensitive to the extract 1 with an
inhibition zone diameter of 16 mm, whereas for the remaining four strains the results are
identical (11 mm).

These two extracts gave the lowest minimal inhibitory concentration (MIC) against A. niger
and E. coli strains which is of the order of 62.5 mg/ ml.

For the evaluation of the anti-inflammatory effect, we used the carrageenan edema induction
method. The extract obtained by maceration was found to be more active than Diclofenac®
which is used as an anti-inflammatory reference, while the extract obtained by decoction
exhibited the lowest anti-inflammatory activity.

Keywords: Lepidium sativum, maceration, decoction, acute toxicity, antioxydante activity,
antimicrobial activity, anti-inflammatory activity.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles comme reméde a diverses
maladies humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites
alors actives, qu'elles renferment. Pour I'évaluation de l'activité biologique de ces plantes, il
est impératif de recourir a des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening
chimique (Tyihak et al., 2007).

Les plantes aromatiques ont 1’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites secondaires
en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Ces métabolites secondaires

comportent diverses propriéetés biologiques (Haddouchi et al., 2009).

Quelles que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les plantes
contiennent des structures chimiques complexes. Le métabolisme des plantes contient des
milliers de différents constituants dont I'effet thérapeutique n'est évidemment pas lié a tous les

composés, de méme pour ce qui est de I'effet nocif ou toxique (Ahmed et al., 2004).

Lepidium sativum (Brassicacées) est une plante annuelle a croissance rapide, qui est
originaire de I'Egypte et de I’ouest de 1'Asie, mais elle est maintenant cultivée dans plusieurs
pays. Ses jeunes feuilles sont consommées crues ou cuites, tandis que ses graines sont
utilisées fraiches ou séchées (Baba Aissa, 2011). La pate des graines est appliquée en
cataplasme sur les articulations rhumatismales pour soulager la douleur et le gonflement. Les
graines sont aussi utilisées pour traiter les maux de gorge, la toux, I'asthme, les maux de téte
et les maux d'estomac (Datta et al., 2011). Le choix de cette plante pour le présent travail, a
été motivé non seulement par ses utilisations fréquentes dans nos traditions locales culinaires
et medicinales, mais également en vue de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national,
car la valorisation des plantes médicinales, en vue d’exploiter leurs extraits ou leurs principes

actifs, représente un potentiel économique énorme.

Ce présent travail est réalisé dans le cadre de la valorisation du cresson alénois sur, en
testant le plan pharmaco-toxicologique ses effets antioxydant, anti-inflammatoire,
antimicrobien ainsi que sa toxicité par voie orale, en vue d’apporter des preuves scientifiques

sur ses vertus inventoriés en médecine traditionnelle.
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Dans ce contexte 1’objectif principal de cette étude consiste & démontrer la richesse de

cette plante en composés actifs et a mettre en évidence quelques-unes de ses vertus, vu qu’il

n’y a que trés peu d’études qui se sont intéressé a dévoiler les propriétés de cette espece.

Nous avons adopté un plan classique pour la présentation de ce travail :

Le premier chapitre est réservé a la synthése bibliographique, qui consiste a rappeler

quelques connaissances bibliographiques concernant I’espéce Lepidium sativum L.

Le deuxieme chapitre est consacreé a la partie expérimentale qui porte sur :

>

>

L’étude phytochimique et physico-chimique de 1’espéce Lepidium sativum.

Préparation des extraits des graines de la plante Lepidium sativum par deux méthodes

d’extraction : la macération (a froid), et la décoction (a chaud)
L’étude de la toxicité aiglie des extraits par voie orale sur des souris de race N.M.R.1.
L’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits par le test de DPPH.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu

gélosé et la détermination de la CMI.

L’évaluation de D’activité anti-inflammatoire par le test d’induction d’cedéme a la

carragenine.

Le troisieme chapitre est réservé a la présentation et la discussion de tous les résultats

obtenus au cours de cette étude.

Ce travail est cloturé par une conclusion géneérale ainsi que quelques perspectives.
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| Partie Bibliographique
I.1La phytothérapie et les plantes médicinales
I.1.1 Définition de la phytothérapie et les plantes médicinales

.1.1.1 La phytothérapie

Selon Scimeca et Tétau (2005), la phytothérapie est le traitement par les plantes, du grec,

« phyton » qui signifie plantes et «thérapeia » qui veut dire soin ou cure.

La phytothérapie est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de

plantes ou de préparation a base de plantes (Wichtl et Anton, 2003).

Le traitement des maladies courantes par les plantes médicinales suscite un intérét
croissant, de la part du grand public comme des chercheurs du monde entier (Fournier,
2010).

1.1.1.2 Les plantes médicinales

Les plantes medicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux
(Schauenberg et Paris, 2005).

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents (Sanago et al., 2006).

Elles peuvent étre utilisées sous forme de poudre, d’extrait, de teinture, d’infusion ou de
décoction (Baba Aissa, 2011).Cependant, de nombreuses plantes sont toxiques et ne doivent
pas étre utilisées que sous forme de principes actifs, comme matiére premiere ou précurseurs

pour obtenir un médicament (Grunwald et Janicke, 2007).
1.1.1.3 Récolte des plantes médicinales

Selon I’organisation mondiale de la santé (2003) :
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» Les plantes médicinales doivent étre récoltées a la saison ou a I’époque optimale pour
assurer la production de matiéres végétales médicinales et de produits finis de la
meilleure qualité possible.

> Le moment de la récolte dépend de la partie de la plante qui sera utilisée.

» Le meilleur moment pour la récolte (saison et moment de la journée ou la plante est a
son maximum de qualité) sera déterminé en fonction de la qualité et de la quantité des
constituants biologiquement actifs plut6t que du volume total de la partie de la plante a
récolter.

» Pendant la récolte, on veillera a assurer qu’aucune matiére étrangére, mauvaise herbe

ou plante toxique n’est mélangée avec les matieres végétales médicinales récoltées.
1.1.1.4 Conservation des plantes médicinales

Avant de stocker les plantes, il convient de vérifier qu’elles sont parfaitement séches. La
moindre humidité déclencherait un processus de moisissure, qui rendrait le matériel végétal
inutilisable. Les plantes sont suffisamment séches lorsqu’elles se brisent et se cassent avec un

bruit sec.

Les plantes ainsi préparées doivent étre placées immédiatement dans des récipients bien
secs, des boites en acier, ou dans des sacs en papier. Elles ne doivent pas étre conservees dans
des boites ou des sacs en plastique ordinaires, comme le polyéthyléne qui entraine des
modifications sur les végétaux conservés, ou peut donner des odeurs.

La conservation se fait a I’abri de la lumiére, de I’air et au sec (Ali-Delille, 2013).

.1.1.5 Domaine d’application des plantes médicinales
v Domaine alimentaire

Différentes plantes médicinales sont utilisées comme épices pour aromatiser et augmenter
la durée de vie des aliments. En effet, ces espéces contiennent des huiles essentielles dotées
d'activités antimicrobiennes intéressantes et peuvent servir d'agents de conservation

alimentaires, exemple : Vitamine C, Vitamine E et la Quercéetine (Mohammadi, 2006).
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v' Domaine cosmétologique

Certaines plantes médicinales sont utilisées dans la formulation des produits de beauté. Par
exemple, les huiles essentielles de la lavande (Lavandula officinalis) sont utilisées dans les

préparations de bains calmants ou relaxants (Bruneton, 1993).
v" Domaine médicale

Certaines plantes sont utilisées pour le traitement des troubles nerveux et des troubles liés au
stress telles que : Angélica archangélica et Valériana officinalis (Iserin, 1997 ; Legrand,
1994 ; Messkgue, 1975).

Dautres, telles que I'Aunée officinale (Inula helenium), Origan (Origanum vulgare) et
I'Eucalyptus (Eucalyptus globulus) ont prouvé leur efficacité dans le traitement des problemes
respiratoires et des bronchites (Iserin, 1997 ; Legrand, 1994).

Les plantes aromatiques et médicinales ont une valeur thérapeutique importante et l'intérét

de ces derniéres ne cesse de grandir (Iserin, 1997 ; Messkgue, 1975).

1.1.2 Présentation de la plante étudiée : Lepidium sativum

1.1.2.1 Historique

Le cresson alénois passait, a 1’époque de nos brillants anciens (Hippocrate, Dioscoride,
Galien) pour donner de ’esprit et du courage. Depuis quelques décennies cette plante est
exploitée en Chine pour traiter les problemes d’insuffisance cardiaque (Boullard, 2001).

Au Maroc, elle est inscrite a la pharmacopée populaire, ses graines sont recommandées
contre les affections pulmonaires dont la tuberculose, ’asthme, mais aussi contre
I’impuissance, le rachitisme, la stérilité, et la syphilis. Dans ce pays on préconise aussi
I’utilisation de ses semences, en usage externe, sous forme de cataplasme révulsif en cas de
bronchites, et sous forme d’onguents (assurant la maturation d’abcés et de furoncles)

(Boullard, 2001).
1.1.2.2 Systématique de I’espéce Lepidium sativum

Selon la classification APG 111 (2009) ; la systématique de 1’espéce Lepidium sativum est la

suivante :
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Régne Plantae

Sous Régne Trachéophytes

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement
Classe

Ordre

Famille

Genre

Espéece

Angiospermes
Magnoliopsida
Brassicales
Brassicaceae
Lepidium

Lepidium sativum L.

1.1.2.3 Nomenclature

Plusieurs dénominations et synonymes ont été attribués au cresson alénois, nous citerons

quelques exemples :

> Nom arabe : Habb errchad s s, horf <~ (Baba Aissa, 2011).

» Nom francais : cressonnette, passerage cultivée, cresson a la noix, nasitort, passerage
des jardins (Eberhard et al., 2005).

» Nom anglais: Garden cress, peppergrass (Eberhard et al., 2005).

» Nom italien : Nasturzio ortense (Fournier, 2010).
» Nom allemand: Gartenkresse, Gresich, Tellerkress (Eberhard et al., 2005).

1.1.2.4 Description botanique de la plante

Le cresson alénois est une plante semi-aquatique, herbacée annuelle (Ali-Delille, 2013).

Eberhard et al (2005) ont rapporté une description détaillée des différents organes vegétatifs

de I’espéce Lepidium sativum :

Les tiges : sont glabres et peuvent atteindre jusqu’a 50 cm de haut ; elles sont le plus souvent

ramifiées dans leur partie supérieure et de couleur verte.

Les feuilles : sont alternes et courtement pétiolées, les feuilles supérieures sont entiéres,

linéaires, glabres quelquefois veinées de gris; a noter I’existence de variétés cultivées qui

divergent notamment par leurs formes foliaires :

e Feuilles lacérées (cresson alénois commun)

e Feuilles lisses et frisées (cresson alénois frisé)
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e Feuilles basales larges et simples (cresson alénois a larges feuilles)

Les inflorescences : sont des grappes simples de 1 a 3 cm de long, formées de petites fleurs
actinomorphes portées par des pédicelles dressés contre le pédoncule floral ; le calice
comporte 4 sepales, la corolle possede 4 pétales blancs ou rosés, avec un onglet a peine
visible ; les 6 étamines ont des anthéres souvent violettes ; deux d’entre elles sont plus courtes

que les autres ; I’ovaire est supere.

Le fruit : est une silicule ailée, de 5 a 6 mm de long sur 3 a 4 mm de large, arrondie a ovale

mais aplatie sur sa face ventrale.

Les graines : sont brun-rouges, piriformes et quasiment lisses.

Figure.l. Partie aérienne du Lepidiurm Figure.2. Feuilles du cresson alénois : a

sativum (Eberhard et a/, 2005). gauche, variété culturale a larges feuilles
(basales et enticres) ; a droite, variété

culturale commune a feuilles finement

divisées (Eberhard et a/, 2005).
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Figure.3. Morphologie d’une fleur de Figure.4. Les graines de Lepidium
I’inflorescence de Lepidium sativunm. sativum (Originale, 2017).
(Fournier, 2010).

Lepidium sativum Endosperm Micropylar

endosperm

Radicle

Testa
(seed coat) Embryo Cotyledons

Figure.5. Représentation schématique d’une graine de Lepidium sativum (Miiller et a/, 2006).

1.1.2.5 Ecologie

Lepidium sativum se développe dans n’importe quel sol 1éger, a forte rétention d’eau, mais
pousse mieux sur les limons humides. Cette plante peut étre cultivée a n’importe quelle
altitude et toute 1’année, surtout dans les régions tropicales. Le cresson alénois résiste assez
bien a la sécheresse. En Afrique tropicale, il est cultivé a 7502900 m d’altitude (Burkill,
1985 ; Jansen, 1981-1982 ; Schippers, 2000).
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1.1.2.6 Répartition géographique

Lepidium sativum est une plante qui est originaire de I’Egypte et de I’ouest de 1’Asie. Sa

domestication s’est probablement faite en Asie occidentale. Cette plante était déja cultivée

dans 1’Antiquité en Grece et en Italie. On le cultive aujourd’hui dans le monde entier, y

compris la plupart des pays africains, surtout a petite échelle dans les jardins familiaux. Mais

elle s’échappe souvent de ces derniers et se rencontre ainsi parfois au bord des chemins, sur

les graviers des vallées, les sables, les décombres et les talus des voies ferrées. (Burkill, 1985
; Jansen, 1981-1982 ; Schippers, 2000).

1.1.2.7 Composition chimique

Selon Eberhard et al. (2005), le cresson alénois est riche en :

Glucosinolates : qui représentent 0.1 & 0.2% dans les feuilles fraiches avec-comme
principaux constituants la glucotropaeoline et en quantités moindres la gluconasturtine
ainsi que d’autres glucosinolates.

Grace a la présence de myrosinase ainsi que d’autres enzymes capables de dégrader
les composés soufrés biosynthétisés par la plante, la destruction des tissus foliaires
entraine la formation des produits d’hydrolyse de la glucotropaeoline et la formation
de petites quantités de benzylisothiocyanate et de phenylacétonitrile.

D’autres produits de dégradation ont également été identifiés, comme le hex-5-
énonitrile, le pent-4-énonitrile, le pent-4-énylisothiocyanate, le 3-phénylpropionitrile,
le 2-phényléthylthiocyanates et le 2-phényléthanol, le benzaldéhyde et le benzylalcool.
L’odeur et la saveur du cresson alénois sont principalement dues a la présence des
isothiocyanates.

Esters de I’acide hydroxycinnamique, notamment avec I’acide quinique.

Le cresson alénois cru est une excellente source de vitamines A, K, C, B2(riboflavine),
B6(pyridoxine), B9(folate), de minéraux(N, P, K, Ca, Mg, Na, Fe, B, Cu, Zn, Mn),
certaines parties de la graine, dont I’endosperme et le son, contiennent des protéines et
des acides gras essentiels, principalement sous forme d’Oméga-3 (acide linoléique)
(Sat et al., 2013).
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1.1.2.8 Usages de la plante

e Emploi comme épice

Les jeunes feuilles fraiches sont employées pour aromatiser et garnir les grillades. La
plupart du temps, le cresson alénois est employé seul pour relever le gout des salades, des

Iégumes, des céréales ou des viandes (Eberhard et al., 2005).
e Usages médicinaux

Le cresson alénois est un aliment alcalinisant, nutritif, reminéralisant et tonifiant qui a une
action antianémique liée a sa richesse en fer. 1l stimule la vitalité des bulbes pileux (cheveux
et poils) (Moghe, 2016).

Il possede des propriétés expectorantes, diurétiques, sudorifique, dépurative générale,
hypoglycémiante, anti diarrhéiques, antiscorbutiques, aphrodisiaques, apéritives, utile en cas
d’asthénie, ainsi que pour traiter les dermatoses, les bronchites, les calculs biliaires, les

affections hépatiques et urinaires (Ali-Delille, 2013).

Les antioxydants du cresson préviendraient 1’apparition de certains cancers et auraient des
effets bénéfiques sur la santé de 1’ceil. Le cresson serait aussi efficace contre les maladies

cardio-vasculaires (Moghe, 2016).

e D’autres emplois

En Ethiopie, les graines sont employées pour la production d’une huile alimentaire

(Eberhard et al., 2005).

En Algeérie, les semences mélangées au miel est le mode d’utilisation le plus indiqué, pour

exciter I’appétit et pour redonner des forces aux convalescents (Baba Aissa, 2011).

1.1.2.9 Toxicité

Il est fortement déconseillé de manger du cresson sauvage, celui-ci pouvant abriter la
douve, dangereux parasite a 1’origine d’une grave maladie du foie : la distomatose. Par contre,
le cresson cultivé dans les cressonniéres que vous trouvez sur les marchés ou dans les rayons

des magasins de légumes est sans aucun danger (Sat et al., 2013).

10
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11. Matériel et méthodes

La partie expérimentale de ce travail s’est déroulée pendant une période de trois mois
(allant du mois de Mars au mois de Mai 2017), afin de traiter quelques parametres

phytochimiques et pharmacologiques de ’espéce Lepidium sativum.

Notre étude a été réalisée au niveau du site de production Biotic du groupe pharmaceutique
SAIDAL, situé au Gué de Constantine (Alger), dans lequel nous avons eu accés a ses

différents laboratoires, dont il convient de citer :

- Laboratoire de physicochimie pour réaliser le screening phytochimique et évaluer le
pouvoir antioxydant.

- Laboratoire de toxicologie pour tester la toxicité aiglle par voie orale et évaluer
I’activité anti-inflammatoire.

- Laboratoire de microbiologie pour mettre en évidence 1’effet antimicrobien.

1.2 Matériel
1.2.1 Matériel biologique

1.2.1.1 Matériel végeétal

Le matériel végétal utilisé dans le cadre de ce travail, est constitué par les graines de
I’espece Lepidium sativum (figure.6), qui ont été achetées chez 1’herboristerie de la région du

Koléa, il s’agit de graines originaires de la wilaya de Djelfa.

Ces graines sont finement broyées a 1’aide d’un moulin électrique (figure.7). La poudre
obtenue (figure.8) est conservée dans une boite en verre hermétiqguement fermée, dans un

endroit sec jusqu’a son utilisation (figure.9).

11
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Figure.6. Les graines du Lepidium Figure.7. Broyage des graines avec le
sativum (Originale, 2017). moulin électrique (Originale, 2017).

Figure.8. La poudre des graines Figure.9. Conservation de la poudre
obtenue aprés broyage (Originale, des graines du cresson alénois
2017). (Originale, 2017).

12
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1.2.1.2 Matériel animal

> Lessouris

Au total, 27 souris de race Albinos (N.M.R.I), de sexe male et femelle, ayant un poids

compris entre 18 et 20 g, sont utilisées (Figure.10) pour :

o I’étude de la toxicité aigiie : nous avons préparé 5 lots de 3 souris pour chacun.

o I’effet anti-inflammatoire : nous avons préparé 4 lots de 3 souris pour chacun.

Les souris utilisées ont été élevées au niveau de 1’unité animalerie du laboratoire de

pharmacotoxicologie du groupe Biotic de SAIDAL (Gué de Constantine).

Figure.10. Les souris utilisées au cours de 1’étude pharmacologiques (Originale, 2017).
e Condition d’élevage

Les animaux sont maintenus dans 1’animalerie de pharmacotoxicologie, dans des cages

makrolon avec grilles en inox, sous les conditions de stabulation suivantes :

+ Alimentation fournie sous forme de granulés d’origine O.N.A.B (mais, tourteaux
de soja, issu de meunerie, calcaire, phosphate, sel, acides aminés, oligo-
éléments, poly-vitamines, antioxydant).

Eau de robinet Ad libitum

Température ambiante de 20 a 24°C.

Taux d’humidité de 50 %.

Eclairage : 10h.

¥ Y ¥y v %

Hébergement dans des cages collectives a raison de 3 souris par lot.

13
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e Lessouches microbiennes utilisées

L’activité antimicrobienne des extraits aqueux du cresson alénois a été évaluée sur 3
souches bactériennes, une souche de levure et une souche fongique (Tableau.1), ces souches
microbiennes ont été conservées et maintenues en vie, par des repiquages continus, sur des

milieux de cultures adéquats.

Tableau.1 : Souches microbiennes utilisées.

Souches Microbiennes Reférence Gram
Bacillus subtilis ATCC6633 +
Escherichia coli ATCC8739 -

Staphylococcus aureus ATCC6538 +

Aspergillus niger ATCC16404 Champignon
Candida albicans ATCC10231 Levure

1.2.2 Matériel non biologique

Les différents Appareillages, verreries et réactifs utilisés dans cette étude sont présentés en

Annexe 1.

I.3 Méthodes experimentales
1.3.1 Etude phytochimique de ’espéce Lepidium sativum
+» Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble de réactions chimiques simples, permettant
d’orienter rapidement vers 1’étude détaillée de quelques types de constituants
chimiques (Girre, 1980). Le but est donc connaitre les principales familles de métabolites
présents dans I’espece a étudier. Ces tests sont effectués sur I’infusé et parfois sur la poudre

végétale.
e Solution a analyser : (préparation de 1’infusé 5%)

Nous avons introduit 5g de la poudre végétale dans un erlenmeyer de 250ml contenant 100ml

d’eau distillée bouillante. Nous avons arrété 1’ébullition et fermé avec un verre de montre,

14
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apres infusion pendant 15minutes, nous avons filtré et rincé avec un peu d’eau chaude de

maniere a obtenir un volume final de 100ml de filtrat.

a) Recherche des substances poly phénoliques

o Les anthocyanes

On prend 5ml d’infusé auquel en ajoute Sml d’acide sulfurique puis 5 ml d’ammoniaque.
Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleue violacé en milieu basique, on

peut confirmer la présence d’anthocyanes (Diallo, 2005).

° Les tanins

On introduit 5ml d’infusé dans un tube a essai, puis on lui ajoute 1ml d’une solution aqueuse

diluée de FeCl; (5%). En présence des tanins, il se développe une coloration bleu noiratre

(Diallo, 2005).

- Tanins catéchiques

On Ajouter a I’infuser (5 ml), de 1’éthanol chlorhydrique (1 ml), ce mélange est porté a
ébullition pendant 15 minutes. En présence des tanins catéchiques, il se forme un précipite

rouge soluble dans I’alcool amylique.
- Tanins galliques

On introduit 5ml d’infusé dans un tube a essai, puis on lui ajoute quelques fragments d’acétate

de sodium pulvérisé. On y ajoute goutte a goutte 1 ml d’une solution de FeCl; 1%, en

présence des tanins galliques, il se développe une couleur bleu noiratre (Diallo, 2005).

e Les flavonoides

On ajoute 2 ml de I’infusé dans un tube a essai, et on lui ajoute quelques copeaux de
magnésium et quelque gouttes d’HCI. Le virement de la couleur vers 1’orange ou le rouge

brique indique la présence des flavonoides (Ciulei, 1982).
b) Recherche des mucilages

On introduit 1ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute 5ml d’éthanol, aprés 10 minutes,

I’obtention d’un précipité floconneux indique la présence des mucilages (Diallo, 2005).
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c) Les Glycosides

A 2g de poudre végétale, on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique, la formation d’une

coloration violette indique la présence des glycosides (Pharmacopée URSS ,1991).
d) Les Coumarines

La préparation de I’extrait se fait comme suit :

- Faire bouillir 1g de poudre dans 10ml d’éthanol pendant 7minutes puis filtrer.

- A 1ml du filtrat, rajouter 5 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% et quelques
gouttes d’HCI & 10%.

- La formation d’un trouble indique la présence des coumarines.
1.3.2 Caractérisation physico-chimique de la plante

1.3.2.1 Détermination du taux d’humidité dans la poudre

vegétale

Le taux d’humidité dans la poudre végétale est 'un des indices importants qui
caractérisent la bonne qualité de celle-ci. Les plantes médicinales ne doivent pas contenir une
quantit¢ d’humidité dépassant la norme décrite par la pharmacopée européenne

(Pharmacopée européenne, 2002).

On met 1g de poudre végétale dans un creuset en porcelaine préalablement séché et peseé ;
I’ensemble est placé dans une étuve réglée a une tempeérature entre 100 et 105°C durant deux

heures.

On calcule le pourcentage d’eau contenue dans la poudre par la formule suivante

(Pharmacopée européenne, 2005) :

X
p—
o
o

X% : Taux d’humidité de la poudre.
M : Masse de la prise d’essai en gramme.

M’ : Masse de la prise d’essai aprés séchage en gramme.
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1.3.2.2 Détermination de la teneur des substances extractibles

Les substances extractibles sont des substances organiques et inorganiques extraites a partir
des matieres végétales par un solvant.

e Substances extractibles par I’eau

On introduit dans un ballon un 1g de poudre végétale et 20 ml d’eau distillée, qu’on porte
a ébullition pendant 15 minutes. On laisse refroidir pendant 20 minutes et on filtre. Le filtrat
est mis dans un bécher préalablement pesé (masse m), aprés évaporation a sec, on pese a

nouveau le bécher avec le résidu (masse m’).

La teneur des substances extractibles par 1’eau, exprimée en pourcentage, est calculée par

la formule suivante (Diarra, 2003) :

Pe: Masse de la prise d'essai.
m’ : Masse du bécher avec le résidu.
e Substances extractibles par I’éthanol 80%

On introduit dans un erlenmeyer 1g de poudre végétale et 20ml d’éthanol 80%, qu’on
laisse macérer pendant 24 heures a la température du laboratoire, aprés 1’avoir recouvert a

I’aide d’un verre de montre. Ce mélange est ensuite filtré avec du papier filtre.

On pése le bécher vide (m) avant d’y mettre le filtrat, on laisse évaporer & sec et on repese
le bécher avec le résidu (m’). La teneur des substances extractibles par I’éthanol, exprimée en

pourcentage, est calculée par la formule suivante (Togola, 2002) :

X
[y
(]
o

Pe: Masse de la prise d’essai.
m : Masse du bécher vide.
m’ : Masse du bécher avec résidu.

v’ Remarque : toutes ces manipulations sont répétées 3 fois pour calculer la moyenne.
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1.3.2.3 Détermination des cendres totales

La détermination des cendres est une méthode utilisée pour mesurer la quantité des
substances résiduelles inorganiques contenues dans une drogue lorsque la poudre est
complétement calcinée. On pese 1g de poudre végétale, qu’on distribue uniformément dans
un creuset préalablement taré. La température est augmentée progressivement au cours de

I’incinération au four a moufle durant les deux premicres heures, puis elle est maintenue a
800°C pendant 4 heures.

L’échantillon est refroidie durant 1 nuit, une fois sortie du four, la capsule est placée dans
un dessiccateur pendant 15 minutes puis pesée. Le calcul du pourcentage des cendres totales
par gramme de poids sec se fait selon la formule suivante (Pharmacopée européenne,
2002) :

P : Poids du creuset avec les cendres aprés calcination.
Pc : Poids du creuset vide.

Pe : Masse de la prise d’essai.

Figure.11. Incinération de la poudre des graines (Originale, 2017).
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1.3.2.4 Determination du potentiel hydrogéne (pH)

Dans une fiole de 200 ml, on disperse 4 g de poudre végétale dans de 1’eau chaude. Aprés
refroidissement, la fiole est complétée jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée (Dawson

et Aten, 1963). On détermine le pH de cette solution en utilisant un pH-metre (Figure.12).

Figure.12. Détermination du pH de la solution avec un pH-meétre (Originale, 2017).

1.3.3 Extraction par solvant (Solide-liquide)

Les extractions sont réalisées par épuisements de la poudre végétale a l'aide d'un solvant

qui est I’Ethanol, en adoptant deux méthodes d’extraction différentes :

- Afroid par macération.

- Achaud par décoction.

L'usage de la poudre végétale offre une plus grande surface de contact de cette drogue
avec le solvant extracteur (Ethanol), permettant ainsi d’améliorer le rendement des

extractions.

A. Extraction a froid par macération dans I’éthanol

Elle consiste a mettre en contact direct le solvant avec la poudre végétale, durant un temps
déterminé a température ambiante, sous agitation continue (Guignard, 2000).
Mode opératoire

On verse 100 ml d"éthanol sur 10 g de poudre végétale contenue dans un erlenmeyer, ce

mélange est maintenu sous agitation magnétique pendant 72 h (Figure.13), ensuite on le filtre
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deux fois. Le filtrat obtenu est concentré a I'évaporateur rotatif (50°C) et le résidu sec obtenu
est pesé pour déterminer son rendement puis conservé au réfrigérateur, dans un flacon sombre

bien fermé. Le rendement (R%) exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :

R%= (Masse d’extrait sec / Masse de la prise d’essai) X100

v" Le solvant utilisé est ’éthanol (a raison de 300 ml pour 30 g de poudre végétale).

Figure.13. Le mélange (solvant + poudre végétale) sous agitation magnétique (Originale,
2017).

B. Extraction a chaud par décoction

Elle consiste a faire bouillir la poudre végétale dans le solvant, durant un temps déterminé
a température précisée (Gzegorzyk et al., 2007).

Mode opératoire

10 g de la poudre des graines sont extraits avec 100 ml d’éthanol, a chaud pendant deux
heures a 65°C sous agitation continue, 1’extrait obtenu est filtré deux fois. Le filtrat obtenu est

concentré a 1’évaporateur rotatif a 60° pour 1’élimination du solvant.

La concréte obtenue est pesée pour évaluer le rendement, selon la méme formule citée
précédemment, elle est ensuite conservée au frais (+4°C), dans un flacon sombre bien fermé

jusqu’a son usage.
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1.3.4 Préparation de solutions aqueuses a partir des extraits secs

obtenus

Afin d’évaluer quelques activités biologiques des extraits préparés (extrait sec préparé a
chaud et extrait sec préparé a froid), nous avons procédé a la préparation de solutions

aqueuses de ces extraits secs a une concentration de 100mg/ml.

La solution solubilisante utilisée est préparée en mélangeant 100ml d’eau distillée dans une
fiole avec 1 ml d’une solution de Tween 80, ce mélange est placé a 1’étuve pendant quelques

minutes (pour faciliter la dissolution du Tween dans 1’eau).

Apres refroidissement, on préleve le volume désiré de cette solution solubilisante, pour
faire solubiliser 1’extrait sec (que nous avons récupéré apres évaporation totale de I’éthanol et
pesé avec une balance de précision), de telle sorte a obtenir une concentration finale de
100mg/mll.

Exemple : une masse de 150mg d’extrait sec est dissoute dans 1.5ml de solution solubilisant

(eau distillée + Tween 80) pour avoir une solution ayant une concentration de 100mg/ml.

1.4 Evaluation des activités biologique des extraits obtenue
.41 L’étude de la toxicité aigiie par voie orale
Comme tout produit actif, I’extrait peut donner lieu a des effets plus ou moins indésirables

ou nocifs. Les modes d’administration traditionnels sont en général la voie orale et

I’application cutanée.

IVAN, en 1928 a développé une méthode chiffrée de comparaison de la toxicité des

substances chimiques, nommeée la DL50 (Dose létale de 50 % des animaux testés).

Elle permet de connaitre le degré de toxicit¢é d’un produit, en fonction de la voie
d’administration et de I’espéce animale. Le résultat obtenu ne permet pas de faire une
extrapolation directe sur I’Homme mais donne une orientation sur la suite des essais a réaliser

avant cette extrapolation.
Principe

Il consiste a déterminer statistiquement la dose moyenne qui provoque la mortalité de la

moitié des animaux testés.
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On administre des doses qui se suivent dans un ordre croissant a plusieurs groupes de
souris. Au cours et apres la période d’observation, les différents taux de mortalité pour chaque

dose sont analysés pour donner une valeur statistique qui correspond a la DL50.

En plus de la mortalité, d’autres signes de toxicité, tel que les vomissements, la diarrhée et
I’irritation. Sont a noter afin d’évaluer la DL 50 (Stelljes, 2008).

Mode opératoire

Nous avons utilise la méthode de Behrens et Karber (1949) pour sa simplicité. Tous les
essais ont été initiés le méme jour avec le méme matériel et dans les mémes conditions

(conditions normales d’une animalerie conventionnelle).
Distribution des lots et choix des doses administrées

Nous avons utilisé 5 lots (4 lots d’essais et un lot témoin) contenant chacun trois souris
(entre 18 et 20g). Chaque lot va recevoir une dose de I’extrait solubilisé dans un solvant
neutre (eau + Tween) sauf le témoin qui ne recevra que le solvant neutre. Le volume

administré pour chaque souris est de 0.5 ml.

Les différentes doses d’extraits ont été émulsionnées dans un solvant constitué d’eau
distillée et de Tween 80 (Iml de Tween dan 100ml d’eau distillée). Ce dernier est un

stabilisateur d’émulsions sans toxicité significative sur 1’animal.
Les doses utilisées sont : 12.5g/kg et 25g/kg de poids corporel de I’animal.

Le produit a été administré par gavage a I’aide d’une sonde cesophagienne, en respectant
la durée recommandée de 5 secondes / souris. Les animaux sont privés d’alimentation durant

les deux heures qui suivent le gavage.

Les animaux sont mis en observation pendant 14 jours, avec distribution d’aliments et

d’eau Ad libitum.
Lecture des résultats

Le calcul de la DL 50 se fait selon la formule de Behrens et Karber (1949) :

>ab

DL50 = DL100 -
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N : Nombre moyen d’animaux par lot
b : nombre moyen des morts de deux doses successives
a : différence entre deux doses successives

Les valeurs obtenues vont étre comparées avec celles fournies dans 1’échelle de Hodge et
Sterner (Tableau.2).

Tableau.2 : Classes de toxicité : échelle de Hodge et Sterner (O’Hare et Atterwill, 1995).

Dlso (orale) Indice de Toxicité
Jusqu'a 1 mg / kg 1 : extrémement toxique
Dela50mg/kg 2 : hautement toxique

De 50 a 500 mg / kg 3 : modérément toxique
De 500 a 5000 mg / kg 4 : légérement toxique

De 5000 a 15000 mg / kg 5 : presque pas toxique
Plus de 15000 mg /kg 6 : relativement inoffensif

1.4.2 Evaluation de ’activité anti-oxydante in vitro

Pour I’évaluation de ’effet anti-oxydante des concrétes obtenues, nous avons adopté le

protocole décrit par Sanchez-Moreno et al., (1998).
Principe

La capacité de donation des électrons par 1’extrait est mise en évidence par une méthode
spectrophotométrie, en suivant la disparition de la couleur violette d’une solution

méthanolique contenant le radical libre DPPH (2-2-Diphenyl-1-picryhydrazyl).

Le Diphényl picryhydrazyl (DPPH), un radical libre stable violet en solution et présentant
une absorbance caractéristique a 517 nm (figure.14). Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényl picryl-hydrazine par un composé a propriété anti-
radicalaire, entrainant ainsi une décoloration, I’intensité de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu donneur des protons.

(Sanchez-Moreno, 2002), selon la formule de réduction de DPPH suivante :
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Figure.14. Schéma illustrant la forme réduite et oxydée du radical DPPH (Bouchouka,
2016).

Mode opératoire

- Préparation de la solution DPPH : On prépare une solution de DPPH 0.025 g/l en
dissolvant 25 mg de DPPH (C1gH12Ns06 ; M : 394,33), dans 1000 ml de méthanol, ce réactif

doit étre fraichement préparé et maintenu a 1’abri de la lumicre.

- Préparation des échantillons : On prépare pour chaque extrait a tester trois dilutions
(0.25; 0.5 et 1 mg/ml de méthanol) afin de pouvoir tracer une droite a partir de laquelle, on

déduit le pourcentage de réduction des radicaux libres.

Un volume de 50ul de chaque substance a tester (0.25 ; 0.5 et 1mg/ml) est ajouté a 1.95 ml
de la solution méthanolique du DPPH (0.025g/l). Parallelement, un blanc est préparé en
mélangeant 50 pl de méthanol avec 1.95 ml de la solution méthanolique de DPPH. Aprés 30
min d’incubation a I’obscurité, et a température ambiante, la lecture de 1’absorbance (Abs) est
faite a 517 nm. Les contrbles positifs sont représentés par des solutions d’antioxydants
standards ; 1’acide ascorbique et la quercétine dont I’absorbance a été mesurée dans les
mémes conditions expérimentales. Pour chaque concentration, le test est répété trois fois. Les
résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition des radicaux libres (1%), qui est

déterminé selon la formule de Wang et al., (1998).
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1% : pourcentage d’inhibition
Abs. : Absorbance de contrdle
Abs. - Absorbance de I’échantillon testé

La valeur de concentration efficace ECso u bien la concentration inhibitrice 1Cso) a été
déterminée pour chaque extrait, elle correspond a la concentration du substrat, qui cause la
perte de 50% de I’activité du DPPH (Wang et al., 1998).

Les valeurs moyennes de 1’ECsq ont été calculées par régressions linéaires.
1.4.3 Evaluation de ’activité antimicrobienne

1.4.3.1 Activité antimicrobienne des extraits par la méthode de

diffusion sur milieu gélose
Principe

Le pouvoir antimicrobien de nos extraits a été testé par la méthode de diffusion des disques

sur milieu gélosé (Ozcan et al., 2003).

D¢s I’application des disques imbibés par la substance a analyser sur le milieu de culture
préalablement ensemencé, les substances actives diffusent de maniere uniforme. Apreés
incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires, correspondant a une

absence de culture (Gullice et al., 2006).
Préparation de I’extrait

Une masse de 1g de chaque extrait sec est dissoute dans 1 ml de DMSO

(Diméthylsulfoxyde) pour avoir une solution ayant une concentration de 1g/ml.
Mode opératoire

A partir d’une jeune culture bactérienne réactivée de 18 heures, on réalise des suspensions
troubles, en prélevant 3 & 4 colonies bien distinctes que ’on introduit dans 5 ml d’eau
physiologique stérile (0.9%).La densité optique de chaque suspension doit étre comprise entre

0.08 et 0.1a une longueur d’onde de 625nm.
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A partir d’une culture fongique jeune de 48 heures, on prépare des suspensions troubles en
diluants quelques colonies dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0.9%). La densité optique

des suspensions fongique, mesurée a 625 nm, doit étre égale a 0.3.

Sur des milieux de culture déja préparés (Milieu Sabouraud pour les levures et les
champignons et Milieu Mueller-Hinton pour les bactéries), 1’ensemencement est fait par

écouvillonnage en couvrant toute la surface de la gélose contenu dans la boite de Pétri.

Des disques stériles de papier Whatman n°1 de 9 mm de diametre sont imbibés avec 25pl
de I’extrait aqueux (1g/ml), puis a I’aide d’une pince stérile, on les dépose soigneusement sur
la surface de la gélose ensemencée au préalable, par la suspension microbienne. Des témoins
sans extraits ont eté réalisés: un contrdle négatif sur milieu Mueller-Hinton imprégneé

uniquement avec le solvant solubilisant (DMSO), et deux contr6les positifs avec :

e un antibiotique de référence : Sulfaméthoxazole + Triméthoprime pour les bactéries
e un antifongique de référence : Terbinafine chlorhydrate pour les champignons et les

levures.

On les laisse diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes, puis on transfére les boites pour
incubation dans une étuve bactériologique (& 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a

25°C pendant 48 heures pour les levures et les champignons).

Apres 1’écoulement du temps d’incubation requis, la sensibilité des souches testées est
déterminée, en mesurant le diamétre de zone d’inhibition développée autour de chaque

disque, a I’aide d’un pied a coulisse ou une regle graduée en (mm).

Ponce et al, (2003) ont classé le pouvoir antimicrobien d’aprés la sensibilité des souches vis-

a-vis des extraits testés, en 04 classes :

Non sensible (-) ou résistante : diametre < 10 mm.
Sensible (+) : diametre compris entre 10 a 14 mm.

Treés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.
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1.4.3.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI)

Principe

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration de l'extrait a tester, ou aucune croissance microbienne n’est observée apres 24

h. Elle est pratiquée pour toutes les souches utilisées (Mohammedi, 2006).
Mode opératoire

Pour chaque gamme de dilutions des substances a tester (1000 mg/ml, 500 mg/ml, 250
mg/ml, 125 mg/ml et 62,5 mg/ml, 31,25 mg/ml), on procéde de la méme maniére citée
précedemment pour la diffusion sur milieu gélosé approprié, on teste pour chaque souche en
culture jeune ; toutes les dilutions préparées en imbibant des disques stériles de 9mm de
diametre. L’ensemble est incubé a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries, & 25°C pendant

48h pour les levures et les champignons.

L’interprétation correspond a la plus faible concentration de I'extrait a tester, pour laquelle

le milieu de culture présente une zone d'inhibition.

1.4.4 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

Il s'agit d’évaluer I’effet anti-inflammatoire de chaque extrait pour une éventuelle
utilisation en thérapeutique. Ce test est tres utilisé pour évaluer un nouvel anti-inflammatoire

en premiere intention.
Principe

Le principe du test consiste a provoquer un gonflement aigu de la patte d'une souris. 1l est
réalisé par une injection d’une substance inflammatoire sous 1’aponévrose plantaire de la patte
postérieure gauche. Ceci provoque une réaction qui peut étre réduite par des substances anti-
inflammatoires. Cette réaction se traduit par un cedéme d'installation rapide et persistant. La
mesure est effectuée en comparant, a différents temps, le volume (mm) de la patte des souris

des 4 lots (témoin, référence et les extraits).
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Préparation des extraits

Extrait 1 : Une masse de 500 mg de résidu sec obtenu a partir de 1’extraction a froid par
macération dans 1’éthanol est dissoute dans 1 ml de la solution solubilisante (100 ml d’eau

distillée + 1 ml de Tween80).

Extrait 2 : une masse de 500 mg de résidu sec obtenu a partir de ’extraction a chaud par
décoction dans 1’¢thanol est dissoute dans 1 ml de la solution solubilisante (100 ml d’eau
distillée + 1 ml de Tween80).

Mode opératoire

Pour la réalisation de ce test, nous avons utilisé le protocole d’induction d’cedéme a la
carragenine décrit par Levy (1969). L’efficacité des extraits est appréciée en comparaison
avec le Diclofénac® (1%) qui est utilisé comme produit de référence.

Des souris des deux sexes, de race N.M.R.I et pesant en moyenne 20 g, sont réparties en 4
lots (3 souris par cage). Dix-huit heures avant 1’expérience, les animaux ont été mis a jeun

tout en ayant un acces libre a I’eau.

Le gavage des souris (au temps Tp) a été réalisé a I’aide d’une sonde gastrique a raison de 0.5

ml /souris.
e lots traités :

Lot E1 : chaque souris recoit un volume de 0.5 ml par gavage du solvant neutre (Eau + Tween
80).

Lot E2 : chaque souris est gavée avec 0.5ml de I’extrait 1.
Lot E3 : chaque souris est gavée avec 0.5 ml de I’extrait 2.

Lot E4 : chaque souris est gavée avec 0.5ml de la solution du Diclofénac® (1%).

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0.025ml d’une solution de carragénine 1 %
(1g de carragénine dissout dans 100ml d’éthanol) sous 1’aponévrose plantaire de la patte

postérieure gauche de chaque souris 30 minutes apreés 1’administration du traitement.
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Aprés quatre heures, ’activité anti-inflammatoire des extraits a etudier, a été évaluée en
sacrifiant les souris par 1’éther, puis en coupant les pattes postérieures au niveau de

I’articulation, les pesées sont faites a 1’aide d’une balance analytique.
Evaluation des résultats de I’effet anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de réduction de 1'cedéme

chez les souris traitées par rapport aux témoins selon la formule de NDIAYE et al, (2002) :

_ % Del'cedeme témoin —% De l';cedeme dressai

|

—_
o
o

% de réduction de I’cedéme % Do 'edbme témoln
0

Le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme des pattes gauches par rapport aux pattes droites

de chaque lot est donné par la formule suivante :

Moyenne des poids de la patte gauche—Moyenne des poids de la patte droits % 100

% d’augmentation de I’cedéme =
%o g Moyenne des poids de la patte droits
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Il  Résultats et discussion

1.1 Résultats de I’étude phytochimique

+ Screening phytochimique

Le test phytochimique est une analyse qualitative qui permet de mettre en évidence les
différentes familles de métabolites secondaires présents dans la plante. La présence de ces
derniers est attestée par des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs

spécifiques pour chaque famille de composés.
Les résultats expérimentaux de 1’extrait aqueux préparé sont présentés dans le tableau.3

Tableau.3 : Résultats du screening phytochmique réalisé.

Composés Résultat Réaction

Les anthocyanes + Acidification puis
coloration bleu violacé

Les tanins + Pas de coloration bleu
noiréatre

Les tanins catéchiques + Pas de précipitation rouge

Les tanins galliques + Coloration vert noiratre

Les flavonoides + Coloration rouge brique

Les mucilages + Précipitation

Les glycosides + Coloration violette

Les coumarines + Formation d’un trouble

Présence (+) Absence (-)

Le test phytochimique réalisé sur la poudre et I’infusé de Lepidium sativum révele la
présence de plusieurs familles de composés bioactifs : les anthocyanes, les tanins (les tanins
galliques et les tanins catéchiques), les flavonoides, les mucilages, les glycosides et les

coumarines.
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Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques de Lepidium sativum ont démontré la
présence des saponines, tanins galliques, flavonoides, phénols, stéroides et glycoside, ainsi

que I’absence des triterpénes (Berehe et Boru, 2014).

De méme les résultats réalisés par (Hussain et al., (2011) ont montre que Lepidium
sativum contient des flavonoides, des tanins galliques et des phénols, ces résultats sont en

accord avec ceux que nous avons obtenus dans le présent travail.

Selon Karazhiyan et al, (2011), I’extrait des graines de Lepidium sativum est
extrémement riche en composés mucilagineux, en acide gluconique et en acide
galacturonique, ce qui ouvre des perspectives pour son utilisation comme agent gélifiant pour
améliorer la texture de certains produits dans le domaine pharmaceutique, cosmetique et agro-
alimentaire, surtout qu’il présente une grande stabilit¢ a 1'égard des variations de la

température.

Les metabolites du cresson alénois pourraient étre responsables de son potentiel
pharmacologique connu, qui peut fournir de nouveaux phytoconstituants pouvant étre évalués

pour une bioactivité probable.

L’aspect visqueux de I’extrait aqueux des graines de Lepidium sativum nous a posé des

difficultés lors de sa filtration afin de réaliser le screening phytochimique.

Pour faciliter la filtration, on a préféré de la réaliser dans trois bécher, en utilisant trois
entonnoirs avec des papiers filtres, et on a utilisé 1’eau chaude a chaque fois pour rincer la

solution, en introduisant une spatule pour faciliter la descente du filtrat.

Cette viscosité importante est en relation directe avec la teneur importante des graines de
L. sativum en mucilage, qui constitue I’un des constituants majeurs de cette plante. Un tel
comportement suggere la capacité de I’extrait des graines de Lepidium sativum a structurer un
liquide. Ce qui montre la possibilité¢ de I’appliquer comme nouvel épaississant et stabilisant

dans les systémes aqueux dans le cadre d’application pharmaceutique (Cray et al., 1998).

1.2 Résultats de la caractérisation physico-chimique
Les propriétés physicochimiques de la poudre végétale de Lepidium sativum sont résumées

dans le tableau 4.
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Tableau.4 : Caractéres physicochimiques de la poudre végétale.

Taux d’humidité de poudre (%) 6.75

Teneur des substances extractibles par ’eau (%) 8.25

Teneur des substances extractibles par 1’éthanol 80% (%) | 14.57

Cendres totales (%) 8.87

pH 6.01

Nous avons trouvé un taux d’humidité égale a 6.75 % de la poudre, ce qui montre que
I’échantillon sur lequel nous avons travaillé se prétait a une bonne conservation (<15%)
d’apres les recommandations de la pharmacopée européenne (2002), prés de 8.25% de ses
substances sont solubles dans 1’eau et 14.57% dans 1’éthanol. Environ 8.87% de la poudre
sont des substances résiduelles inorganiques que 1’on peut obtenir aprés une incinération. Le

pH s’est avéré légérement acide (6.01).

1.3 Etude comparative des techniques d’extraction par solvant
(Solide-liquide)
La technique d’extraction est une étape trés importante dans 1’isolement des composées
phytochimiques existants dans le matériel végétal (Lehout et Laib, 2015). Elle est influencée
par sa nature chimique, la méthode utilisée, la taille de I’échantillon étudié, ainsi que la

présence de substances interférentes (Stalikas, 2005).

Dans ce travail, nous avons utilis¢ deux méthodes d’extraction, en utilisant le méme
solvant extracteur : Extraction a froid par maceération (éthanol) et extraction a chaud par

décoction (éthanol).
L’étude comparative de ces deux méthodes d’extraction porte sur :

- Le rendement d’extraction.
- L’évaluation de quelques activités biologiques : 1’é¢tude de la toxicité aiglie par voie
orale, Dactivit¢ antioxydante, [Dactivit¢ anti-inflammatoire et [Dactivité

antimicrobienne.
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11.3.1 Caractéres organoleptiques

Les deux procédés d’extraction nous ont permis d’obtenir des extraits dont les

caracteristiques organoleptiques sont mentionnées dans le Tableau 5.

Tableau.5 : Caracteres organoleptiques des deux extraits.

Caracteres
Procédes d’extraction
Aspect Couleur Odeur
A froid par macération Liquide Jaune pale Piquante
A chaud par décoction Liquide Jaune pale Piquante

Au vu de ces résultats, on peut déduire que les deux extraits éthanoliques possédent les

mémes caractéres organoleptiques.

Figure.15. Caracteres Figure.16. Caractéres
organoleptiques de I'extrait 1 organoleptiques de I'extrait 2
(Originale, 2017). (Originale, 2017).

Afin d’utiliser I’extrait pour des essais pharmacologiques, la conservation de 1’état
bioactif des molécules extraites semble importante. L’épuisement complet du solvant s’avére

nécessaire. La présence méme des traces d’éthanol dans 1’extrait peut entrainer des effets
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secondaires indésirables. De ce fait 1’effet positif ou curatif de la substance pharmacologique

peut étre masqué par 1’action du solvant (Bousahel, 2010).
11.3.2 Détermination du rendement

Dans cette étude, le rendement de ’extrait sec, obtenu apres évaporation, a été déterminé

par rapport a 30g de la matiere végétale (broyat des graines).
Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau.6.

Tableau.6 : Rendement de I’extrait sec correspondant aux deux méthodes d’extraction

effectuées.
Méthode d’extraction Rendement de I’extrait sec (%)
Macération (éthanol) 8.09
Décoction (éthanol) 9.98

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que :

- Le rendement le plus élevé a ét¢ obtenu par la méthode d’extraction a chaud par

décoction dans 1’éthanol.

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites
par I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la maticre
vegétale. 1l dépend de plusieurs parametres tels que : la nature chimique du solvant, le pH, la

température, le temps d’extraction et la composition de 1’échantillon (Lehout et Laib, 2015).

Selon Lee et al. (2003), le rendement n’est que relatif et semble étre liée aux propriétés
géographiques, a la durée de stockage et de récolte ainsi que les conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée.

D’aprés Lehout et Laib, (2015) I’utilisation du solvant organique peut faciliter ’extraction

des substances chimiques qui sont solubles dans ce solvant.

Dans ce contexte, Lehout et Laib, (2015) ont observé que I’éthanol est considéré comme
étant le deuxieme solvant efficace pour extraire les polyphénols a partir de la plante Acacia

molllissima apreés le méthanol.
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Par ailleurs, I’extrait sec ne renferme pas uniquement des polyphénols et des flavonoides,
il contient également d’autres substances naturelles (Békro et al., 2007 ; Kebieche et al.,
2011).

Il 'y a également une autre raison qui pourrait avoir un impact sur le rendement
d’extraction, c’est le temps d’extraction qui est généralement trés long dans le cas de la
premiére méthode (72 h pour I’extraction par macération) par rapport a la deuxiéme méthode

(2 h pour I’extraction par décoction).

L’extraction a froid par macération est considérée comme étant une des meilleures
méthodes d’extraction parce qu’elle permet de maintenir les métabolites extraits dans un état
aussi proche de leur état naturel, cependant elle présente 1’inconvénient d’avoir un rendement
tres faible .Par contre, ’extraction par décoction présente un rendement élevé, mais les

métabolites thermolabiles risquent d’étre totalement dégradés (Ponge et al, 2005).

1.4 Résultats de I’étude de la toxicité aigiie par voie orale

Des lots de 3 souris de race N.M.R.I ont regu par voie orale les doses suivantes : 12.5g/kg

et 25g/kg de poids corporel des extraits aqueux préparés a partir du résidu sec.

Aprés ’administration des extraits par gavage, a 1’aide d’une sonde cesophagienne, les

animaux ont été soumis a 1’observation pendant les 14 jours qui ont suivis I’administration.

Cette étude montre que les deux extraits de la plante ne semblent exercer, aucun effet
toxique, aux différentes doses administrés aux souris, leur comportement ne change pas au
cours et aprés l’observation. Nous avons également constaté que ces doses testées ne

provoquent aucune mortalité immédiate ou tardive.

D’aprés cette étude, nous pouvons déduire que les extraits des graines de Lepidium
sativum ne présentent aucun effet toxiqgue méme a la dose de 25g/kg de poids corporel, ce qui
supporte son usage traditionnel dans le traitement de diverses maladies tels que les maladies

respiratoires et les maladies cardio-vasculaires.

Al Yahya et al, (1994), ont rapporté que I’administrions de doses uniques de 0.5 a 3 g/kg
a des souris de race Albinos, ne provoque aucune toxicité aigiie. Cependant, 1’administration
d’une dose journaliere de 100mg/kg pendant 3 mois n’a présenté aucun signe de toxicité ou
trouble du comportement des animaux testés durant les deux premiers mois, toutefois, un
faible taux de mortalité qui ne dépasse pas 5% a €té enregistré au terme de ce test de toxicité

subaigue.
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1.5 Résultats de I’effet antioxydant

L’activité antioxydante des deux extraits de la plante vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée spectrophotométriquement en suivants la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517 nm (Figure.17 et

.18). Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite

par des substances anti radicalaires contenues dans les extraits a tester (Hamidi, 2011).

Les résultats sont exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti-radicalaire qui a été

calculée pour des concentrations croissantes allant de 0.25 jusqu’a 1 mg/ml.

Tableau.7 : Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire de 1’extrait 1 et I’extrait 2.

Extrait 1

(Obtenu par macération)

Extrait 2

(Obtenu par décoction)

Concentration mg/ml DO I % DO I %
1 mg/ml 0.063 86.92946058 0.047 90.2489625
0.5 mg/ml 0.126 73.78976487 0.124 74.27385892
0.25 mg/ml 0.170 64.79944675 0.2643 45.15905948

DO : densité optique

1% : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.

Les courbes (figure.17 et .18) révelent que le pouvoir anti-radicalaire est proportionnel a
la concentration des extraits. A partir de ces données, la concentration efficace ECsq a été
déterminée. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau.8. On rappelle que la ECs

représente la quantité de 1’extrait nécessaire a 1’inhibition de la moitié de la quantité initiale

des radicaux libres présents dans le mélange réactionnel (Bouchouka, 2016).
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Figure.17. Variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de

P’extrait 1.

100
90 /
80 —

70 Py =56,097% 437,17
/ R? = 0,8781

60 /

50

40

30
20

10

% d'inhibition du radical libre DPPH (%)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentration de I'extrait 2 (mg/ml)

Figure.18. Variation du pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction des concentrations de
I'extrait 2.
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Figure.19. Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’acide
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Figure.20. Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de la

quercetine
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D’aprés le tableau.8, les pourcentages de réduction du radical libre DPPH, varient
considérablement. En comparant les valeurs des ECsyg, on constate que I’extrait 1 (ECso=
0.1986 mg/ml) posséde une activité antioxydante supérieure a celle de D’extrait 2
(EC50=0.2287 mg/ml). Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que [’activité
antioxydante d’un extrait dépend essentiellement de la nature des composés qu’il contient et

de leur vulnérabilité au traitement qu’il subit lors du procédé d’extraction.

Tableau.8 : Valeurs de la ECs, des extraits et des contrbles positives utilisés.

Concentration ECs
PAR

(mg/ml) (mg/ml)
Extrait 1 0.1986 5.0352
Extrait 2 0.2287 4.3725
Controles | Vitamine C 0.1265 7.9051
positifs ™ Quercétine 1.82 0.5494

Cela nous mene a admettre que les extraits de cette espéce possedent des molécules

bioactives thermolabiles responsables de son activité antioxydante.

Par ailleurs, a la différence de la macération qui se déroule a température ambiante, la
décoction se fait a la température d’ébullition du solvant, ce qui entrainerait la dégradation

thermique des composés thermosensibles (Popovici et al., 2009).

La capacité antioxydante la plus élevée qui correspond a la valeur d’ECsg la plus faible a
été enregistrée pour I’extrait 1 avec une ECsy de 1’ordre de 0.1986 mg/ml. Il est & noter que
cette valeur est proche de celle de Vitamine C, tandis qu’elle est presque dix fois meilleure

que celle de la quercétine.

Le Vitamine C et la quercétine sont des contrdles positifs utilisés dans cette étude comme
antioxydants de référence dont les valeurs d’ECsg sont respectivement 0.1265 mg/ml et 1.82

mg/ml.

Comparativement a d’autres études, nos résultats concordent avec ceux obtenus par

Indumathy et Aruna. (2013) sur I’extrait de graines de Lepidium sativum.
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Les graines de Lepidium sativum ont fait 1’objet de nombreux travaux dont les résultats
sont variables. Les travaux de Yadav et al, (2011) et Rizwan et al, (2015) présentent des

valeurs respectives d’EC5,=18.46ug/ml, 0.429mg/ml et 62ug/ml.

Cette variabilité est diie aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition

chimique de la plante ainsi que sur leurs activités biologiques.

Notre ¢étude a mis en évidence 1’impact du procédé d’extraction sur la qualité des extraits
obtenus plus particuliérement en terme d’activité antioxydante et a montré I’importance du
choix de la méthode d’extraction qui s’avere une étape cruciale dans une étude de valorisation

des plantes médicinales visant a en obtenir des métabolites bioactifs.

A la lumiére des résultats obtenus au cours du criblage phytochimique, qui a mis en
évidence la présence de plusieurs familles de composés phénoliques, on peut conclure que
I’extraction par décoction est la meilleure méthode en terme de quantité, pour extraire le
maximum de ces métabolites, et la macération est la méthode la mieux appropriée pour avoir

des extraits de qualité dotés de pouvoir antioxydant.

Sur cette méme piste d’investigation, les travaux menés par Dorman et al, (2003), ont
démontré qu’il n’y a pas une corrélation significative entre la teneur des polyphénols et

I’activité antioxydante de 1’extrait d’une poudre végétale.

Ces derniers auteurs ont montré que la capacité antioxydante des extraits des plantes n’est
pas nécessairement liee a wun contenu élevé de composés phénoliques, mais
vraisemblablement dépend d’autres composés a effet antioxydant tels que les coumarines, les

tanins et les flavonoides.

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I’activité antioxydante a un aspect
intéressant, mais il faut prendre en considération que les composées phénoliques
répondent différemment dans I’analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les
composées phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui

peuvent étre présents dans un extrait (Tawaha et al., 2007).
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11.6 Résultats de ’activité antimicrobienne
11.6.1 Activité antimicrobienne des extraits par la méthode de

diffusion sur milieu gélose
Nous rappelons, que les objectifs de cette manipulation sont :

- Evaluer in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits préparés a partir des graines
Lepiduim sativum.

- Vérifier si on peut utiliser ce pouvoir antibactérien comme un facteur de comparaison
entre les deux méthodes d’extraction étudiées.

- Evaluer la concentration minimale inhibitrice des extraits testés.

Nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide,
(Sabouraud (SAB) pour les levures et champignons, et Mueller-Hinton (MH) pour les

bactéries).

L’activité antimicrobienne des deux extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques imbibés par les extraits a tester vis-a-vis de cing (5) souches

de micro-organismes (Tableau 9).
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Tableau.9 : Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits de Lepidium sativum.

Zone d’inhibition (ZI)
Souches (mm) Sensibilité
microbiennes Extrait1 | Extrait2 | TV T Extrait 1 Extrait 2
) . . ) Extrémeme
Bacillus subtilis 11 23 40 9 Sensible )
nt sensible
o ) . ) Tres
Escherichia coli 11 17 33 9 Sensible )
sensible
Staphylococcus . ) )
11 13 40 9 Sensible Sensible
aureus
) _ . Tres Tres
Aspergillus niger 16 18 40 9 ) )
sensible sensible
Candida albicans 11 9" 17 9" Sensible | Résistante

T": Sulfaméthoxazole +Triméthoprime pour les bactéries, et Terbinafine chlorohydrate pour les champignons et
les levures

T : DMSO (diméthylsulphoxyde)

Extraitl : 1g de résidu sec obtenu a partir de I’extraction a froid dissoute dans 1ml de DMSO

Extrait2 : 1g de résidu sec obtenu a partir de 1’extraction & chaud dissoute dans 1ml de DMSO

* Le diamétre est évalué en prenant en considération le diametre du disque (9mm)

** Absence totale de zone d’inhibition

Cette méthode nous a permis de déterminer I’action de deux extraits sur les 5 souches
microbiennes étudi¢es. Cette action se traduit par ’apparition des zones d’inhibition autours
des disques prealablement imprégnés d’extrait.

Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une souche bactérienne a une autre et d’un
extrait & un autre. La variation de D’activité antimicrobienne des extraits explique les

variations de leurs compositions chimiques.

Les extraits testées ont réagi positivement sur les différentes especes bactériennes et
fongiques ce qui confirme que I’espéce de Lepidium sativum est douée de proprietes
antimicrobiennes, a 1’exception de la souche Candida albicans qui a exprimé une nette
résistance pour la concentration de 1g/ml.
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Figure.21l. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche B. subtilis par
I’extraitl.

Figure.22. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche B. subtilis par
I’extrait2.

Figure.23. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche E. coli par I’extraitl.

Figure.24. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche E. coli par I’extrait 2.
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Figure.25. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche S. aureus par
I’extraitl.

Figure.26. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche S. aureus par
I’extrait2.

Figure.27. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche A. niger par
I’extraitl.

Figure.29. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche C. albicans par
I’extraitl.

Figure.28. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche A. niger par
I’extrait2.

Figure.30. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche C. albicans par
I’extrait2.

Selon Brantner et al., (1996). Cette activité peut étre due a la présence des
flavonoides et des tanins. Les composés phénoliques participent a la défense de la plante
contre les agressions comme agents antibactériens ou antifongiques en se liant aux protéines

et en inactivant les mécanismes enzymatiques des microorganismes (Harborne et al., 1992).

L’extrait 2 présente une activité antibactérienne intéressante vis-a-vis de la souche Bacillus

subtilis avec une zone d’inhibition de 23 mm. L’hypersensibilité de cette derniére peut
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s’expliquer probablement par la nature des parois des bactéries Gram (+) qui sont dépourvues
de membrane externe et qui semblent étre sensibles aux changements environnementaux
externes, tels que la température, le pH et les extraits naturels (Balentine et al., 2006). Par
ailleurs, il est a noter que le pouvoir antibactérien de ce méme extrait est sensiblement
diminué vis-a-vis des trois souches: A. niger; E. coliet S. aureus avec des diameétres
d’inhibition de 18 ; 17 et 13 mm respectivement. On note aussi que cet extrait a présenté un
résultat completement négatif pour la souche fongique Candida albicans. Certains
microorganismes, peuvent d’ailleurs dégrader les composés phénoliques qui leur servent

alors de substrats carbonés et favorisent ainsi leur croissance (Straney et al., 2002).

D’autre part, I’extrait 1 parait moins actif. On note que la souche fongique A. niger s’avere
tres sensible a cet extrait avec un diamétre de zone d’inhibition de 16mm, alors que pour les
quatre souches restantes, les résultats sont identiques (11mm) témoignant de leur faible
sensibilité.

La variation de I’effet entre les deux extraits est probablement dle a leur teneur en

polyphénols. Comme rapporté dans la littérature, le mécanisme des effets antimicrobiens des
polyphénols est sans doute trés complexe. (Jungkind, 1995).

Il est clair que l’activité¢ antibactérienne de nos extraits reste inférieure a celle des
antibiotiques de références : Sulfaméthoxazole +Triméthoprime, et Terbinafine chlorohydrate.
Cependant, ces extraits exercent une activité antibactérienne dans la mesure ou ils ne sont pas

des produits purs mais des extraits bruts (Sanogo et al., 2006 ; Werner et al., 1998).

Pragya et al. (2012) ont observé un effet antimicrobien de I'extrait éthanolique contre S.
aureus et E. coli dont les zones d’inhibition sont respectivement 15 mm etl13 mm, tandis qu’il

est complétement négatif pour la souche Candida albicans.

Ces résultats sont en accord avec nos résultats pour I’extrait 2 (obtenu par décoction) des
graines de Lepidium sativum.

Des travaux antérieurs ont montré que 1’extrait éthanolique des graines de Lepidium
sativum est trés efficace contre les bactéries gram positif et négatif (Pragya et al., 2012). Les
substances bioactives de cette plante peuvent donc étre utilisées dans la formulation d’agents
antimicrobiens pour le traitement de diverses infections bactériennes et fongiques (Pragya et
al., 2012).
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11.6.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Aprés la mise en évidence de 1’activité antibactérienne de nos extraits par la méthode de
diffusion des disques imbibés sur milieu gélosé, nous avons essayé de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) de ces deux extraits. Les résultats donnant les

valeurs de la CMI en mg/ml de chaque extrait, sont consignés dans le tableau.10.

Tableau.10 : Valeurs des concentration minimales inhibitrices pour les deux extraits.

Extrait 1 Extrait 2
Souches microbiennes
CMI (mg/ml) CMI (mg/ml)

Bacillus subtilis 250 62.5

Escherichia coli 62.5 62.5
Staphylococcus aureus 500 250

Aspergillus niger 62.5 62.5

Candida albicans 125 ND

ND : Non déterminé

D’apres le tableau.10, Les deux extraits se sont révelés actifs envers toutes les souches
microbiennes testées mais avec des degrés différents ce qui s'est traduit par la différence des

CMI, toutefois la souche Candida albicans n’a montré aucune sensibilité pour I’extrait 2.

Les deux extraits possedent la méme CMI pour les souches : A. niger et E. coli de 62.5
mg/ml (la valeur plus faible de la CMI), cette valeur de la CMI a été également obtenue avec
I’extrait 2 pour la souche B. subtilis, qui est quatre fois plus faible que la CMI obtenue avec

I’extrait 1.

Alors que pour la souche de S. aureus, la valeur de la CMI de ’extrait 1 est deux fois

supérieure a celle de I’extrait 2.

Les résultats trouvés dans les travaux de Pragya et al. (2012), ont présenté la méme valeur
de CMI pour les souches E. coli et S. aureus estimée a 2.5 mg/ml. Cette différence trouve

probablement son explication dans la différence de la méthode d’extraction utilisée.
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1.7 Résultat de P’activité anti-inflammatoire

L’¢tude a été congue pour évaluer I’activité anti-inflammatoire des extraits préparés a
partir des graines de la plante Lepidium sativum. L’expérience a été réalisée par induction
d’un cedéme au niveau de la patte des souris en injectant de la carragénine (1%). Nous avons
testé sur ce modele les deux extraits aqueux (Extrait 1 et extrait 2), a la dose de 25g/kg de

poids corporel par voie orale (Figure.31, .32 et .33).

Les résultats obtenus ont été comparés a ceux du lot des animaux traités avec un anti-
inflammatoire de référence le Dicofénac® (anti-inflammatoire non stéroidien) et & ceux du lot

témoin ayant recu uniquement le solvant neutre (eau + Tween 80).
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Figure.31. Variation du poids des pattes posterieurs gauches et droites pour chaque lot.
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Figure.32. Le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme pour les quatre lots.

90 82,91

80
70 66,24
60
50
40 29,27
30
20
10
0

Témoin Extrait 1 Extrait 2 Référence

% de réduction de 1'oedéme

Lots traités

Figure.33. Le pourcentage de réduction de I’cedéme pour les quatre lots.

L’injection de la carragénine provoque une augmentation progressive de 1’cedéme chez le

lot témoin durant les quatre heures de 1’expérimentation.
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L’extrait 1 de D’espéce Lepidium sativum administré par voie orale provoque une
diminution de I’edéme, qui est plus importante que celle du Diclofénac® (1%). Les
pourcentages d’inhibition de 1’cedéme aprés les quatre heures étant respectivement de

82.91 pour I’extrait 1 et 66.24% pour I’anti-inflammatoire de référence.

Le lot traité avec I’extrait 2 a présenté la plus faible activité anti-inflammatoire avec un

pourcentage de 29.27%.

Les résultats obtenus a I’issu du test réalis¢ montre que ’extrait 1 des gaines de Lepidium
sativum, réduit de fagon appréciable ’eedéme induit par la carragénine. L’inhibition de

I’eedéme par 1extrait 1 de la plante est comparable, a celle de Diclofénac®.

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait 1 peut s’expliquer en partie par la présence des
composés phénoliques dont I’existence a été révélée par le screening phytochimique. De
nombreuses études ont rapporté que les flavonoides possedent des propriétés anti-
inflammatoires, qui sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire par
inhibition de D’activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler 1’adhésion des monocytes durant I’inflammation ; d’autres flavonoides

sont capables d’inhiber 1’histamine (Zeghad, 2009).

On peut admettre également que 1’extrait 1 exerce un excellent effet anti-inflammatoire a
visée préventive, puisqu’il a été administré aux souris avant d’induire 1’inflammation par la
carrageénine, il est également fort probable que des doses plus élevees peuvent empécher
completement la formation de I’cedéme et le déclanchement du processus inflammatoire. on
constate encore une fois , a travers ce test que 1’efficacité du test anti-inflammatoire est en
relation étroite avec le choix du procédé d’extraction, la macération a froid reste toujours une
méthode de choix pour obtenir des extrait de tres bonne qualité et de meilleurs propriétés
thérapeutiques, puisque elle protége les biomolécules de toute forme d’altération chimique ou

thermique.

Al Yahya et al. (1994) ont rapporté que ’extrait éthanolique des graines de L. sativum
exerce un intéressant effet anti-inflammatoire sur les souris et ne présentent aucune contre-

indication ou effet non-souhaitable suite a une administration a court terme.

Selon Rahimi et al. (2008), les extraits éthanoliques de L. sativum sont efficaces dans le

traitement de la maladie inflammatoire de l'intestin.
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Conclusion et perspectives

La flore algérienne jouie d’une biodiversité considérable, elle posséde de nombreuses

plantes aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des caractéristiques

thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources,
I’espece Lepidium sativum a fait 1’objet d’une étude phytochimique, physico-chimique,
toxicologique et d’une évaluation de quelques potentialités biologiques de la concréte extraite
a partir de ses graines par deux méthodes d’extraction différentes (par macération et par

décoction).

Dans le présent travail, le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de cette
plante en métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des anthocyanes, des
tanins galliques, des flavonoides, des mucilages, des glycosides et des coumarines. Ces

métabolites secondaires détectés qualitativement possedent une grande valeur thérapeutique.

La détermination des caractéristiques physico-chimigues, nous a permis de confirmer la
bonne qualité de la poudre végétale utilisée. Elle se distingue par un taux d’humidité de 6.75
%, et un taux de cendres de 8.87%. Cependant le taux des substances extractibles dans 1’eau
est égal a 8.25%, alors que celui obtenu dans 1’alcool est de 14.57%. Le pH s’est avéré

légerement acide (6,01).

Les résultats de 1’étude comparative montrent que le meilleur rendement d’extraction a été
obtenu par décoction (9.98%), alors que la macération présente un rendement plus faible de
8.09%.

L’¢étude de la toxicité aigiie des extraits aqueux préparés a partir de la concréte éthanolique
des graines de Lepidium sativum, administrés par voie orale a des souris de race N.M.R.I, a

montré que la plante n’a aucun effet toxique a la dose de 25g/kg du poids corporel.

Aucun signe de toxicité n’a été observé sur I’ensemble des lots testés au cours des 14 jours

ayant suivis I’administration.

L'activité antioxydante in vitro réalisée avec la méthode de réduction du radical libre
DPPH a montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a 1’augmentation de la
concentration de I’extrait. D’apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les extraits
testés de la plante (L. sativum) jouissent d’un potentiel anti-radicalaire appréciable. Dont les

pourcentages d’inhibition sont de 1’ordre de 86.93% et 90.25% a la concentration de 1mg/ml
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pour Dextrait 1 et I’extrait 2 respectivement. Néanmoins, cette activité reste bien inférieure a

celle de la vitamine C, qui est utilisé comme contréle positif.

L’évaluation du pouvoir antimicrobien réalisée par la méthode de diffusion sur milieu
géloseé, différe d’un extrait a l'autre, elle est en rapport direct avec leurs compositions
chimiques respectives. Ainsi, 1’extrait obtenu par décoction présente une activité inhibitrice
plus importante par rapport a 1’extrait obtenu par macération, en accord avec son meilleur
rendement d’extraction. Pour cet extrait la plus grande zone d’inhibition a été marquée par la
souche B. subtilis avec un diamétre d’inhibition de 23mm, suivie par les souches A. niger et
E. coli dont les diamétres d’inhibition sont : 18 et 17 mm respectivement. Alors que pour
I’extrait obtenu par macération, la souche fongique A. niger est la plus sensible avec un

diamétre d’inhibition de 16 mm.

Ces deux extraits ont donné la plus faible concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-
vis des souches A. niger, et E. coli qui est de I’ordre de 62.5 mg/ml. Selon les résultats
obtenus, on peut conclure que les extraits testés sont pourvues d’une activité antimicrobienne

modéree a la concentration de 1g/ml.

Par ailleurs, I’inhibition du développement de I’cedéme induit par la carragénine chez les
souris de race N.M.R.I permet de conclure que I’extrait obtenu par macération administré par
voie orale (82.91%) posséde un effet anti-inflammatoire supérieur & celui de Diclofenac®

tandis que 1’extrait obtenu par décoction a un effet tres faible (29.27%).

L’activité anti-inflammatoire des extraits des graines de Lepidium sativum montre que
cette plante posséde un intéressent pouvoir pharmacologique, ce qui valide son usage

traditionnel pour le soulagement de diverses affections inflammatoires.
En perspectives, des études a 1’échelle moléculaire seront nécessaires pour :

. Déterminer, d’une part les composés des graines de Lepidium sativum (notamment en
ce qui concerne 1’identification et la purification des composés phénoliques) qui peuvent étre
responsables de tels effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces composés

accomplissent leurs effets antioxydants, antimicrobiens et anti-inflammatoires.

. Elargir le panel de ces activités in vitro et in vivo et pourquoi pas appliquer d’autres
tests biologiques (activité hypoglycémiante, analgésique, anticancéreuse...... etc) pour

affirmer ou infirmer les usages connus pour cette plante en médecine traditionnelle.
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Annexe 1 : Matériel non biologique

Verreries et
autres

Appareillage

Réactifs et
solutions

- Béchers

- Boites de pétri

- Cages makrolon avec grilles
en inox

- Creusets en porcelaine

- Disques absorbants stériles
de 9 mm

- Ecouvillons

- Entonnoirs

- Erlenmeyers

- Flacons

- Fioles jaugée

- Hanse de platine

- Loupe

- Papiers filtres (papiers
Whatman N ° 1)

- Pied a coulisse

- Piluliers

- Pince de laboratoire

Pipettes graduées

Pissette

Seringue de 1 ml et 2.5ml

Sonde cesophagienne

Spatule

Tubes a essais stériles

Verre de montre

- Agitateur magnétique
- Bain marie

- Balance de précision
- Balance analytique

- Bec bunsen

- Dessiccateur

- Etuve

- Etuve bactériologique
- Four a moufle

Hotte a flux laminaire

vertical

PH-métre

Plaque chauffante

Réfrigérateur

Spectrophotomeétre

Vortex

- Acide chlorhydrique
HCI (10%)

- Acide sulfurique H,SO,
- Ammoniaque NH;OH
- Carragénine (1%)

- Trichlorure de fer FeCls
(5%)

- Trichlorure de fer FeCls
(1%)

- Copaux de magnesium
- Diclofénac®

- DPPH (2-2-Diphenyl-1-
picryhydrazyl)

- Eau physiologique

Ethanol chlorhydrique

Ether diethylique
- Fragment  d’acétate  de
sodium pulvérisé

- Hydroxyde de potassium
KOH (10%)
- Milieu
(MH)

- Milieu Sabouraud (SAB)

- Tween 80

Mueller-Hinton
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Annexe 2 . Les résultats de screening phytochimique

Figure 1 : Recherche des Anthocyanes  Figure 2 : Recherche des Coumarines

Figure 3 : Recherche des Flavonoides Figure 4 : Recherche des Glycosides

Figure 5: Recherche des Mucilages
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Annexes 3 : Etude de la toxicité aigue
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Figure 1 : Les lots traités

Figure 2 : Gavage de I’extrait 1 aux souris a I’aide d’une sonde

cesophagienne

Figure 3 : Gavage de I’extrait 2 aux souris a I’aide d’une sonde

cesophagienne
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Annexes 4 : Activité anti-oxydante
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Figure 1: Les dilutions de I’extrait 1 ~ Figure 2: Les dilutions de I’extrait 2

Figure 3 : La solution de DPPH
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Annexe 5 : Activité anti-microbienne

Figure 1 : Préparation des milieux de Figure 2 : Les souches microbiennes

culture utilisées

Figure 3 : L’ensemencement sur la Figure 4 : Dépot des disques

surface de gélose imbibés par les extraits a tester
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Annexes 6 : Activité anti-inflammatoire

Figure 1 : Les lots traités Figure 2 : Administaration de
I'extrait 1

>

Figure 3 : Administration de Figure 4 : Administration de
extrait 2 Diclofénac® aprés 30 min
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Figure 5 : Injection de la carragénine

Figure 7 : Apparition de I’cedéme

Figure 8 : Découpage des pattes
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Tableau.11 : Résultats de P’activité anti-inflammatoire.

Figure 9 : Pattes coupées

(droites et gauches)

Figure 10 : Pesage des pattes

Lots Témoin Extrait 1 Extrait 2 Référence
Soutis PPG PPD PPG PPD PPG PPD | PPG | PPD
1 0.161 0.102 0.139 0.125 0.247 0.147 0.219 0.193
2 0.265 0.157 0.184 0.154 0.183 0.132 0.198 0.158
3 0.195 0.164 |0.122 0.129 0.180 0.148 0.235 0.139
Moyennes 0.207 0.141 0.148 0.136 0.203 0.142 0.218 0.163
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Figure 1 : Dessiccateur Figure 2 : Balance de précision

Figure 3 : Spectrophotometre Figure 4 : Pied a coulisse

UV-Visible
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Figure 5: Evaporateur rotative

Figure 7 : Hotte a flux laminaire vertical
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Figure.5. Zone d’inhibition de la Figure.6. Zone d’inhibition de la
croissance de la souche B. subtilis par le croissance de la souche E. coli par par
Sulfaméthoxazole + Triméthoprime le Sulfaméthoxazole + Triméthoprime

Figure.7. Zone d’inhibition de la croissance
de la souche S. aureus par par le
Sulfaméthoxazole + Triméthoprime

Figure.8. Zone d’inhibition de la Figure.9. Zone d’inhibition de la

croissance de la souche C. albicains par le croissance de la souche A. niger par le
Terbinafine chlorhydrate Terbinafine chlorhydrate
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