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RESUME

L’objectif de notre présente étude porte sur la valorisation d’'une plante
meédicinale issue de la biodiversité végétale de la région du Hodna. Une étude
bibliographique ethnobotanique a montré que I'espéce Erythraea centaurium (L.)
Pers est indigué comme agent anti-inflammatoire, antipyrétique, analgésique et

antioxydant.

L’extraction de différentes fractions (extrait aqueux, éthanolique et n-
butanolique) de la partie aérienne de la petite centaurée a été accomplie par

différents protocoles expérimentaux.

L’analyse phytochimique qualitative réalisée par les tests préliminaires et la
chromatographie sur couche mince (CCM) des extraits a confirmé la présence de
plusieurs molécules tels que : les polyphénols, les flavonoides et les tanins.

L’évaluation quantitative du contenu en polyphénols totaux et des flavonoides
dans les extraits de la plante indique la présence de teneurs variables en ces

COMpOosSeés.

Les données expérimentales de la toxicité chez les rats Albinos Wistar
suggerent de classer Erythraea centaurium (L.) Pers dans la catégorie des plantes
légérement toxique par voie orale, Certains parameétres biochimiques lies a la
fonction hépatique ont été perturbé. L’'observation histologique s’est caractérisée par

de légéres altérations structurales du foie, des reins et du ceceur.

L’estimation de [I'activité antioxydante des différents extraits d’Erythraea
centaurium (L.) Pers a indiqué que I'extrait éthanolique de la plante présente la plus

grande activité antioxydante.

L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits d’Erythraea centaurium (L.)
Pers a révelé que les extraits sont non actif sur les champignons. Les extraits
éthanolique et n-butnolique possédent un pouvoir antibactérien dose dépendant sur

les souches testées.



Nos résultats indiquent également que les extraits de la plante possedent une

faible activité antipyrétique et une activité analgésique tres significative de la fraction
n-butanolique de la petite centaurée

Mots clés : Erythraea centaurium(L.) Pers, Extraction, Analyse qualitative et
guantitative, Etude toxicopharmacologiques,.



ABSTRACT

An ethnobotanical bibliographic study showed that the species Erythraea
centaurium (L.) Pers widely used in traditional medicine in Algeria, particullary in the
region of M'Sila: is indicated as an antipyretic, analgesic, anti-inflammatory and

antioxidant agent.

The extraction of different fractions (aqueous, ethanolic, n-butanolic extracts)
of the aerial parts of common centaury was accomplished with several experimental
protocols.

The qualitative analysis of different extracts allowed to high light many secondary
metabolites classes. Furthermore, the quantitative analysis showed the presence of

variable total polyphénols and flavonoids concentrations.

The pharmacological properties of the studied plant species indicate a
notable analgesic and antioxidant activity, as well as a significant antibacterial and
antipyretic activity. The absence of toxic effects is confirmed thanks to the
biochemical dosage general observation and the histological study of the rats’ organs

after the sacrifice.

Keywords: Erythraea centaurium (L.) Pers, Extraction, Qualitative and quantitative

analysis, Toxicopharmacological study.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d'années, ’homme a utilisé diverses ressources trouvées
dans son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies.
L'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de
la terre ont recours aux préparations traditionnelles & base de plantes en tant que
soins de santé primaire [1].

Les propriétés thérapeutiques des plantes médicinales, sont dues a la
présence de centaines, voire de milliers de composés naturels bioactifs appelés :
métabolites secondaires tels que les Huiles essentielles, les alcaloides, les
polyphénols, les flavonoides... lIs font et restent I'objet de nombreuses recherches in
vivo comme in vitro et ont de nombreuses activités pharmacologiques preuvées
scientifiquement telles que : l'activité antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire,

antioxydante, antidiabétique, analgésique et antipyrétique [1] [2].

En Algérie, la recherche en ethnobotanique s’est intéressée aux plantes
meédicinales et a leurs usages. L’'un des points essentiels de cette recherche, est
d’avoir un contact étroit et permanent avec les herboristes et les tradipraticiens.
L’enquéte sur terrain rencontre plusieurs obstacles dont le plus important est le refus
de communication de la part des détenteurs de linformation sur les plantes
médicinales ; cette pharmacopée, n'est pas écrite et se transmet jusqu'a présent de
génération en génération, chez les guérisseurs et herboristes uniqguement par voie
orale des connaissances et la pratique de l'art médical. Aujourd’hui, le résultat des
enquétes ethnobotaniques de différentes régions de I'Algérie (Est, Ouest, Centre et

Sud) commence a voir le jour dans des revues nationales et internationales [3].

L’utilisation des plantes médicinales en Algérie, bénéficie de I'image d'une
médecine douce car naturelle. Il faut pourtant étre vigilant quant aux effets
secondaires potentiels engendrés par la thérapie traditionnelle. En présence d’une
substance inconnue, la premiére étape dans la recherche d’une activité

pharmacologique débute par I'étude de la toxicité qui apporte des renseignements
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sur la marge thérapeutique, c'est a dire le rapport entre la dose active et la dose
toxique pour l'espéce animale testée. Cette étude toxicologique vient renforcer

I'étude pharmacologique quant a I'utilisation sans risque des plantes médicinales [4].

Les syndromes inflammatoires sont trés frequemment rencontrés en pratique
courante. La réaction inflammatoire d'origine infectieuse ou non infectieuse peut
entrainer un état de choc avec défaillance multi-viscérale qui engage le pronostic
vital (déces dans 50% des cas). Ces affections qui englobent fiévre et douleur sont
d’'une tres grande diversité et évoluent généralement vers la chronicité en I'absence
d’'un traitement complet et efficace d’ou la nécessité de la recherche et de mise au

point de médicaments anti-inflammatoires accessibles par tous [5].

Parmi les plantes médicinales, la petite centaurée ou I'Erythraea centaurium
(L.) Pers qui fait partie des plantes a principes amers. Elle est aussi "herbe aux mille
écus" [6]. Cette plante est indiquée essentiellement pour l'appétit, les troubles
dyspepsiques. Dans la médecine populaire, elle est utilisée pour le diabete, comme
anti-inflammatoire, antioxydant, antipyrétique et antalgique [7].

Le sujet de ce mémoire rejoint [linterrogation globale suivante :
Est-ce que l'utilisation de la petite centaurée par la population du Hodna en tant
qu’analgésique et antipyrétique est justifiée ? Si oui quelle classe de composé actif
est responsable de ces activités ? Et est-ce que la plante peut présenter une toxicité

lors de son utilisation ?

pY

Pour répondre a cette interrogation, nous avons visé un double obijectif

pharmaco-toxicologique :

e Etude de la toxicité des extraits (infusé et n-butanolique) de la plante étudiée
sur les rats wistar albinos.
e Evaluation des activités biologiques a savoir [lactivité antipyrétique,

analgésique, antioxydante et antimicrobienne.
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Cette étude sera subdivisée en deux parties :

e Une recherche bibliographique ou nous apportons des données générales sur
Erythraea centaurium (L.) Pers.

e Une seconde partie dans laquelle nous apportons les méthodes utilisées, les
résultats obtenus ainsi que leur discussion et nous finirons par une conclusion

et des perspectives.
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CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Présentation de la plante d’étude

1.1. : Erythraea centaurium (L.) Pers

La petite centaurée appartient a la famille des Gentianacées. Cette derniere
comprend 100 genres et 1800 espéces, répartis sur 'ensemble des continents sauf
dans I'’Antractique [8]. En Algérie, la famille des Gentianacées renferme 4 genres:

Blachstonia, Cicendia, Exaculum et Centaurium [9].

Le genre Centaurium est un genre a systématique difficile. Les espéeces sont
pour la plupart variables et reliées les unes aux autres par des formes intermédiaires
de telle sorte qu’il est tres difficile de savoir combien d’espéces véritables comptent
ce genre. Il est largement répandu en Europe, a I'ouest de I'Asie et surtout dans le

bassin méditerranéen [8].

La petite centaurée a fait 'objet de nombreuses controverses. La synonymie
complexe qui lui est liée provient du fait que cette espece a été découverte et décrite
par des auteurs différents dans des régions différentes assez éloignées. En Algérie
par exemple, 'espéce est connue sous le nom de Centaurium umbellatum (Gibb.)
Beck ou Erythraea centaurium (L.) Pers [9], tandis qu’en Europe, elle porte le nom de

Centaurium erythraea Rafn [10].

E. centaurium (L.) Pers est une espéce annuelle ou bisannuelle. Elle est largement
répandue dans les broussailles, les paturages humides et ensoleillés et les terrains
sablon [11]. La période de récolte s’effectue lors de la floraison qui s’étale du mois

d’Avril au mois de juin [12].
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1.2. Systématique

La classification botanique de l'espéce Erythraea centaurium (L.) Pers
est résumée dans le tableau suivant :

Tableau 1.1 : Position systématique de la petite centaurée [9].

Domaine : Eukaryota Ordre : Gentianales

Régne : Plantae Famille : Gentianacées
Division: Magnoliophyta Genre: Erythraea

Classe: Magnoliopsida Espece : E.centaurium (L.) Pers

Nom binomial : Erythraea centaurium (L.) Pers

Nom vernaculaire algérien : Merarat el hanech, Quanttarium es saghir

Francais : Petite centaurée, herbe fievre, herbe amere

1.3. Description botanique

Erythraea centaurium (L.) Pers est une petite plante herbacée, mesurant de

10 a 50 cm de haut, elle est parfois réduite a un coussin plaqué au sol [12].

Le bouton floral est de couleur rose pale au moment de floraison (Fig 1.1). Les
fleurs sont disposées dans le méme plan [9]. La corolle est a tube cylindriqgue assez
long resserré a son sommet. Les inflorescences sont en panicule corymbiforme
dense [13][14]. Le calice a la floraison atteigne tout au plus la demi-longueur du tube

de la corolle, tandis que la capsule est plus longue que le calice [15].

Les tiges plus ou moins gréles garnies par des feuilles entiéres, sans

pétiole [15].
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o T

Bouton floral fermé Bouton floral ouvert

Figure 1.1 : Erythraea centaurium (L.) Pers (Original 2014).

1.4. Composition chimique

Les extraits d’Erythraea centaurium (L.) Pers sont riches en polyphénols tels
que les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins [13]; ils contiennent aussi
des terpénes et des alcaloides [14][16].

1.5. Utilisations de la plante

En médecine traditionnelle, Erythraea centaurium (L.) Pers est trés utilisé en
tant qu’antipyrétique, anti-inflammatoire [5], stomachique et digestifs [16]. Plusieurs
études scientifiques ont prouvé son efficacité comme agent antihyperglycémiant,
anti-inflammatoire, antioxydant, antipyrétique, analgésique, cicatrisant et diurétique
[17][18][19][20].
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2. Métabolites secondaires

Les plantes médicinales renferment des composés qui interviennent dans
'ensemble des réactions biochimiques ayant lieu dans I'organisme [2]. On distingue

ainsi deux groupes de métabolites [21]:

» Les métabolites primaires : se sont des molécules organiques qui se trouvent
dans toutes les cellules d’une plante pour y assurer sa survie (glucides,

protéines, lipides et acides nucléiques).

» Les meétabolites secondaires : se sont des molécules ayant une répartition
limitée dans la plante. lls sont nécessaires a sa défense contre les agressions
extérieures. Ces composés ne sont pas produits directement lors de la
photosynthese mais résultent de réactions chimiques ultérieures, d’ou le nom
de métabolites secondaires. ils sont divisés principalement en polyphénols,

terpenes et alcaloides.

Les métabolites secondaires jouent plusieurs réles sur les plans
physiologiques, technologiques et nutritionnels. Ces multiples rbéles sont en
relation avec leurs structures chimiques d’ou l'intérét particulier accordé aux

recherches sur ces métabolites (Tab 1.2) [22].
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Tableau 1.2 : Quelques propriétés biologigues des quelques polyphénols [22].

Composés Activités biologiques

Acides phénols (cinnamiques

. Antibactérienne, antifongique,
et benzoiques)

Antiparasitaire, Anti-ulcéreuse,

Antioxydante.

Anti parasitaire, Anticedémateuse, Anti-
Coumarines : : -

inflammatoire, Analgésique.

Antibactérienne, Antiparasitaire,

Flavonoides Antivirale, Antitumorale, Hypotenseur,
Anti-inflammatoire, Analgésique,
Anticarcinogene, Diurétique, Ostéogene,
Antioxydante, Anti-atherogénique,
Antithrombotique, Anti-allergique.

Anthocyanes Protectrice, Capillaro-veineux,
Antioxydante.

Tannins galliques et catéchiques Antioxydante.

Lignanes Anti-inflammatoire, Analgésique

Saponines Antitumorale, Anticancérigéene.

2.1. Grands groupes de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes, parmi
ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés
dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de

composés qui posséde une trés large gamme d’activités biologiques [23].

De fagon générale, lactivité biologique, des composés phénoliques et
spécialement les flavonoides, est tres recherchée. Les flavonoides occupent une
place tres prépondérante dans le groupe des phénols. Ils sont considérés comme
des micronutriments importants puisqu’ils peuvent jouer des rdles antioxydants ou
possédé des propriétés biologiques diverses telles que anti-inflammatoire,

vasodilatateurs,... [24].
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2.1.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits) [25]. Les principales classes des
composés phénoliques sont: les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, et
les coumarines (Fig 1.6) [26].

2.1.1.1. Acides phénoligues

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les végétaux et
divisés en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide
cinnamique.

Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides
hydroxybenzoiques et comprennent essentiellement I'acide p-coumarique, caféique

(Fig 1.2), férulique et sinapique [27].

HO =C

\
COOH
HO)

Figure 1.2 : Structure de I'acide caféique [27].

2.1.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui
sont quasiment universels chez les plantes vasculaires [28]. lls constituent les
pigments responsables des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes
végétaux. lls sont rencontrés dans les fruits et les Iégumes, le thé, le café et dans
plusieurs plantes médicinales utilisées comme remedes en médecine traditionnelle
dans le monde [29].

Ces composeés dérivent de I'enchainement benzo-y-pyrone (Fig 1.3).
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Figure 1.3: Structure de base d’un flavonoide [29].

La structure de I'hétérocycle central et son degré d’oxydation permet de
distinguer les différentes classes de flavonoides [30] :
> Les flavonols.
» Les anthocyanidines (ou anthocyanidols).
> Les flavanols.

Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones, de génines (entité
dépourvue de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus
osidiques) [30].

Les flavonoides possédent plusieurs activités biologiques, dont I'activité la mieux

décrite est l'activité antioxydante et leur capacité a piéger les radicaux libres:
radicaux hydroxyles OH', anions superoxydes O, et les radicaux peroxylipidiques.

lls ont aussi une action sur les vaisseaux sanguins en maintenant une perméabilité
vasculaire normale [29]. lls exercent une activitt antidiabétique et

hypotryglycéridémiant chez les animaux diabétiques [31].

2.1.1.3. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de
saveur astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau. Cette aptitude
est liée a leur propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est
compris entre 500 et 3000 Dalton. On distingue deux grands groupes de tanins
différents, a la fois par leur réactivité chimique et par leur composition : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés [2].
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2.1. 2. Alcaloides

En général, ces composés possedent au moins un atome d’azote
hétérocylique. Actuellement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est
connue. Environ 20 % des espéces de plantes produisent des alcaloides. lls ont une
nature basique, présentant généralement de puissants effets physiologiques. Ce

sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs [32].

2.1.3. Terpénes

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et
d’'un intérét chimique considérable. lls constituent le principe odoriférant des
végétaux. Cette odeur est due a la libération de molécules trés volatiles contenant

10, 15, 20 atomes de carbones dont l'unité de base est I'isopréne (Fig 1.4).

\ (1) Isoprene

Figure 1.4 : Unité de base du terpéene [34].

Les extraits de ces molécules sont employés comme condiment ou comme
parfum. lls sont formés de lI'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées
ramifiées dérivées du 2-méthyl butadiéne, appelées unités isopréniques (CsHsg),. Ces
squelettes peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien disposés en anneaux [33].
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3. Etude toxicopharmacologiqgue

3.1. Toxicité des plantes

Les effets toxiques d’'une substance varient considérablement selon sa nature,
'organe cible et son mécanisme d’action. Ces effets constituent la résultante
d’interactions biochimiques entre la substance toxique et/ou ses métabolites et les
structures de l'organisme. Une meilleure connaissance de ces caractéristiques
permet d’améliorer I'évaluation des risques potentiels pour la santé, et facilite le

développement de mesures rationnelles dans la prévention et le traitement [35].

La toxicité s’exprime généralement par la dose qui provoque la mort de 50%
des organismes vivants d’essai (DLsp), ou qui entraine un effet néfaste mesurable sur
50% des organismes vivants, ou qui induit une réduction de 50% des réponses des

organismes d’essai par apport aux organismes témoins (non traité ou sain) [35].

3.2. Activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d’autres
substances chimiques. Il est défini par HALLIWELL, comme « toute substance qui,
en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou
ralentit 'oxydation de ce substrat » [36]. C’est une molécule qui est capable de
neutraliser les Espéce Réactive Oxygene et permet de maintenir au niveau de la

cellule et 'organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux libres [37].

Le stress oxydant est définit comme un déséquilibre profond de la balance
entre les pro-oxydants (Espece Réactive Oxygene) et les antioxydants en faveurs

des premiers [38].

3.3. Activité antimicrobienne

La thérapeutique des infections bactériennes et fongiques se base
principalement sur 'usage des antibiotiques et des antifongiques. La prescription a
grande échelle de ces molécules a entrainé I'apparition de souches résistantes, d’ou
limportance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles molécules a

base des plantes. Ces derniéres sont constituées principalement de métabolites
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secondaires, dont les composés phénoliques sont largement utilisés comme agents

antimicrobiens en médecine populaire [39].

3.4. Activité antipyrétique

3.4.1. Température corporelle, fievre ou hyperthermie

La température corporelle est une caractéristique de l'espéce, chez I'étre
humain, elle est régulée autour de 37°C avec de faibles variations interindividuelles
(moins de 1°C). Elle est régulée par lI'axe hypothalamique qui maintient I'équilibre
des différentes réactions chimiques impliquées dans le fonctionnement de
I'organisme [40].

La fievre est une élévation de la température corporelle, le plus souvent en
réponse a une invasion du corps par des microorganismes ou des éléments
reconnus pathologiques. Elle correspond a une réponse physiologique complexe, qui
implique une production de cytokines par les globules blancs. Ces derniers sont
activés par le stimulus pyrogene et qui aboutit a une élévation de la température

corporelle [41].

La fievre difféere de I'hyperthermie qui est une élévation de la température
corporelle non régulée, dans laquelle n'interviennent pas les cytokines et qui ne
répond pas aux antipyrétiques habituels. Elle est due a la libération de protéines
appelées les interleukines dans les liquides biologiques, ce qui régle le thermostat a
un niveau supérieur a la moyenne. Lorsque le thermostat est ramené brutalement a
son réglage normal grace aux médicaments tels que l'aspirine ou le paracétamol,
tous les mécanismes d’élimination de la chaleur se mettent en route (transpiration et

vasodilatation).

3.4.2. Action des antipyrétiques

Les antipyrétiques sont des molécules qui bloquent ou inversent I'élévation de
la température corporelle déclenchée par les cytokines pyrogenes [41].

La figure 1.5 indique les différents agents pyrogenes et les interleukines
responsables du stimulus de I'hypothalamus qui déclenche une élévation de la
température. L’action des anti-inflammatoires non stéroidiens par inhibition des

prostaglandines provoque une diminution de I'’hyperthermie.
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Figurel.5 : Physiologie de la fievre [41].
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3.5. Activité analgésique

3.5.1. Douleur

La douleur résulte des processus physiologiques complexes déclenchés
lorsque les terminaisons nerveuses peériphériques libres réagissent a des stimulis
nociceptifs de natures diverses tels que les brilures, les pigdres, les pincements, les
compressions, agents algésiques de nature physique et chimique, les produits
toxiques .... L’histamine, la bradykinine et les prostaglandines (PGE1l, PGF)

interviennent au cours du processus douloureux [40].

3.5.2. Action des analgésiques

Les analgésiques sont des médicaments a action symptomatique, qui
atténuent ou abolissent les sensations douloureuses sans provoquer une perte de
conscience, ou une dépression des autres sensations contrairement aux
anesthésiques. lls constituent une famille hétérogéne du point de vue chimique et

pharmacologique [41].

La famille des enzymes (Cyclo-oxygénases) COX est responsable du
métabolisme de l'acide arachidonique en prostaglandine, une molécule instable qui
est, & son tour, convertie en de nombreux autres composés inflammatoires qui sont

impliqués dans les processus de la douleur.

Des études ont suggéré que le paracétamol peut inhiber les cyclo-oxygénases
réduisant ainsi le niveau de la prostaglandine E; (Fig 1 .6) [42].
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Figurel.6 : Inhibition des cyclo-oxygénases [63].
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

1.Etude éthnobotanique

1.1. Présentation de la zone d’étude

1.1.1. Localisation géographique

La Wilaya de M’'Sila, dans ces limites actuelles, occupe une position
privilégiée dans la partie centrale de I'Algérie du nord dans son ensemble, elle fait
partie de la région des hauts plateaux du centre. Elle se situe a 35°40’ latitude Nord
et 04°30’ longitude Est, sur une altitude d’environ 500 m. Elle est située au Sud Est
d’Alger, limitée au Nord par les Wilaya de Médéa, Bordj Bou-Arreridj, Sétif et Bouira,
a L’Ouest par Djelfa, a 'Est par Batna et au Sud par Djelfa et Biskra. Elle couvre pré
de 18,175 Km? [43].

Figure 2.1 : Localisation géographique de la Wilaya de M’Sila [44].
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1.1.2. Climat de la région

Le climat de la Wilaya est de type continental soumis en partie aux influences
sahariennes. L'été y est sec et treés chaud alors que I'hiver y est trés froid.

Sur le plan pluviométrie, la zone la plus arrosée est située au nord ; elle recoit
plus de 480 mm par an, quant au reste du territoire, la zone la plus séche est situé a
'extréme sud de la Wilaya et regoit moins de 200mm / an [43].

Les précipitations moyennes annuelles de la Wilaya en 2013 sont de 13,3 mm par
an.

Les températures moyennes de I'année sont de 20°C, enregistré au mois plus
chaud (Juillet) sont de 33,9°C, et le mois plus froid (Février) sont de 6,6°C (Tab 2.1)
[43].

Tab 2.1 : Données climatique de la Wilaya de M’Sila de 'année 2014 [43].

T°C 9,6 115 128 19,7 232 276 31,8 325 281 221 154 91
Préc(mm) 20 7 19 0 50 11 6 0 13 2 27 13
35 + - 60
30 - - 50—~
IS
25 -~ é
v - 40 =
5 20 - 2
IS -3 £
2 15 1 S
e 0
) 20 g
— 10 -
5 - 10
0 0 ==T°C
== Préc(mm)

Figure 2.2 : Diagramme ombrothermique de la région de M’Sila en 2014 [43].
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1.1.3.Climagramme d’Emberger :

Dans le but d'étudier les différents types de climat de la région
méditerranéenne,
EMBERGER [45] a élaboré un Climagramme qui permet de déterminer I'étage

bioclimatique d’une station donnée. Il est déterminé a partir de la formule:

Q2= 2000P / Mz - m
Ou:
e P : Précipitations moyennes annuelles (mm).
e M : Températures moyennes des maxima du mois le plus chaud (°C).
e m: Températures moyennes des minima du mois le plus fois (°C).
STEWART transforme cette équation, en I'adaptant avec le climat de I'Algérie
comme suit [46]:
Q3 = 3,43 x P/ (M-m).

Ici nous retenons la formule du Qs pour caractériser le climat de notre région d’étude.
Q2 : quotient pluviothermique d’Emberger.

Qs : quotient pluviothermigue modifié par Stewart (1968 ; 1975)

P : pluviométrie annuelle (mm).

M : moyenne maximale du mois le plus chaud(C®).

m : moyenne minimale du mois le plus froid(C°®).

Le tableau 2.2 montre le résultat de I'application de la formule de STEWART.
Les valeurs indiquées dans le tableau nous permettent de situer la région de

M’Sila dans le climagramme d’Emberger.

Tableau 2.2 : Quotient pluviothermique d’Emberger de la région de M’Sila
(1988-2016) [43].

Caractéristique du climat de la région de M’sila

P (mm) Mois le plus chaud M (°C)  Mois le plus froid m (°C) Q3
197 Juillet 39 Janvier 3,7 54,71
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La valeur du quotient d’Emberger Q3 est de 54,71 et la température annuelle
minimale est de 3,7C°.
Ces deux valeurs positionnent la région de M’Sila dans I'étage bioclimatique

semi-arride supérieur a hiver doux (figure 2.3).

A HIVER| Exre . ' TEMPERE s.L. VARIANTE
. - TRES FROID FROID FRAIS CHAUD
ETAGES FROID Ts.s.| DOUX ETAGES
Q 7
2002
PERHUMIDE , : / HUMIDE
150
HU.MlDE . sus
- / HUMIDE
100
904 .
suB 80- SEMI-ARIDE
HUMIDE 704 SUPERIEUR
' 60 *
SEMI-ARIDE SEMI-ARIDE
SUPERIEUR 50 INFERIEUR
SEMI-ARIDE 409 ARIDE
INFERIEUR | SUPERIEUR
30+ '
ARIDE
SUPERIEUR , ARIDE
20 */' INFERIEUR
ARIDE
INFERIEUR /f
I PERARIDE
10 SUPERIEUR
SAHARIEN
SUPERIEUR
e PERARIDE
s—T | MOYEN
SAHARIEN
INFERIEUR / PER_RRIDE
I INFERIEUR
EUu-SAHARIEN N |
T LI T 1 T t T 1 7 T I
-9 _7 _5 _3 40 1 3 5 7 gmC

Figure 2.3 :_ Climagramme d’Emberger de la région de M'Sila (1988-2016) [47].
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1.2. Choix de la plante

Le choix de la plante est basé sur la consultation d’'une base de données
PHARMACOPEE des plantes médicinales de la région d’EL Hodna, qui existe au
niveau du Département des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université
Mohamed Boudiaf de M’'Sila. L'accés a cette base a permis la consultation de
1900 fiches questionnaires (Annexe 02). L'importance culturelle de la plante est
déterminée par le calcul de quelques indices tels que : la Valeur d’Utilisation et le

Facteur du Consensus d’Informateurs des plantes et de leurs utilisations.

» La valeur d'utilisation (UV) est calculée selon la formule suivante [5] :
UVv=U/N
Ou:
e U : Nombre de citation par espece.

e N : Nombre d’informateurs.

» Le facteur de consensus d’informateurs (IFC), est I'indice qui permet d’évaluer la
consistance de la connaissance des herboristes, il est basé sur les maladies qu'il
traite et les plantes qu’il utilise. Un IFC élevé pour une catégorie donnée de maladies
rend compte d’une tradition bien définie liée aux plantes médicinales associées a ces

catégories de maladies. L’indice est calculé selon la formule suivante [48] :
IFC = Nur— Nt/ (Nur- 1)
Ou:

e Nur : Nombre d’indication pour un traitement donné.

e Nt: Nombre d’espéeces impliquées dans cette méme catégorie d’'usage.



2. Matériel

2.1. Matériel biologigue

2.1.1. Matériel végétal

2.1.1.1. Erythraea centaurium (L.) Pers

La plante a été récoltée pendant la période de floraison durant le mois de
Mai 2014 dans la région Mdjedel, commune de Bou Saada, Wilaya de M'Sila.
L’identification botanique a été faite par le Docteur SARRI Dj du Département des
Sciences de la Nature et de la Vie, Faculté des Sciences, Université Mohammed
Boudiaf, M’Sila.

En raison des confusions possibles entre les espéces du genre Centaurium,

une étude morphologique et anatomique sur la plante fraiche a été réalisée.

Une étude anatomique a été réalisée au méme laboratoire dans le but de

spécifier les lieux de stockage des différents métabolites secondaires.

La partie aérienne a été lavée, séchée a 'ombre, puis broyée et conservée
dans des sacs en papier jusqu'a son utilisation ultérieure dans les tests
d’identifications phytochimiques, de toxicité et des activités biologiques.

2.1.2. Matériel animal

Des rats Wistar albinos méales pesant entre 180 et 200 g ont été ramené de

I'Institut Pasteur d'Algérie (Centre d’élevage, Kouba, Alger). lls ont été acclimatés

aux conditions de I'animalerie pendant une semaine. Les animaux ont été alimentés

avec le régime de croquette (Office Nationale de I'Alimentation du Bétail, Bejaia)

(Annexe 03), et de l'eau. lls ont été maintenus aux conditions ambiantes de

'animalerie.
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3. Méthodes

3.1. Etude morphologique

Les observations des différentes parties (fleur, tige, feuille) de la petite
centaurée ont été effectuées a l'aide d’'une loupe binoculaire avec différents

grossissements.

3. 2. Coupe histologigue de la tige et de la feuille

Des coupes histologiques ont été réalisées par la technique de la double
coloration (Vert de Méthyle — Rouge Congo) [49] au niveau des feuilles et des tiges,
considéré comme principale organe de stockage [50]. L'observation a été réalisée

grace a un microscope associé a une caméra (Motic Digital Microscope).

3.3. Méthodes d’extraction

Deux types d’extractions ont été réalisés lors de notre étude, une

hydrodistillation et une extraction par solvants a différentes polarités.

3.3.1. Extraction des huiles essentielles

L’hydrodistillation au Clevenger est la méthode d"extraction des huiles
essentielles (HE) adoptée au cours de notre expérimentation [51]. Cette technique
courante permet de séparer les huiles essentielles a I'état pur et de fournir de
meilleurs rendements. Pour cela, 50 g de la matiere végétale seche sont introduits
dans un ballon contenant 500 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition
pendant 4 h [52].

Le rendement en HE est déterminé par rapport a la matiére végétale seche.

est calculé selon la formule suivante [53] :

_ VHE
MS

R x100
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Ou:
e VHE: Volume d’HE (ml).

e MMS: Masse de la Matiere végétale Seche.

3.3.2. Extraction au soxhlet

L’extraction au Soxhlet est une méthode d’extraction en continue. Cette
technique consiste a introduire 50 g du matériel végétal dans une cartouche en
cellulose fixée sur un ballon, et surmontée d’un réfrigérant. 500 ml d’éthanol pur
sont évaporés puis condensés tout en restant en contact avec le matériel végétal.
L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus
clair [54].

L’extrait éthanolique (E-EtOH) obtenu est filtré a l'aide d’'un papier filtre
(Wattman N° 03) puis soumis a une évaporation a basse préssion a 35 °C dans un

rotavapor (Buchi 461).

L’extrait n-butanoligue (E-BuOH) est obtenu par solubilisation de I'extrait
éthanolique dans de l'eau chaude. L’extrait aqueux est soumis a trois lavages

successifs avec du n-butanol [55].

3.3.3. Extraction par infusion

L'extrait aqueux (E-Aq) a été préparé selon la méthode traditionnelle ; environ
2 g de la poudre de la partie aérienne de la petite centaurée ont été dissoutes dans
de 20 ml d’eau bouillante. L'infusé a été laissé refroidir pendant 15 min a température

ambiante. Apreés filtration, le filtrat obtenu a été séché a sec [56].

Toutes les extractions ont été réalisées en triple. Le rendement de chaque

extraction est calculé selon la formule suivante [54] :

_ pEX
pMS
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Ou:
e R=rendement.
e pEX= poids de I'Extrait Sec.
e pMS= poids de la Matiere Séche.

L’étude de la toxicité n'a concerné que l'extrait aqueux de la plante (E-AQ)

pour vérifier son innocuité par I'utilisateur.

Les extraits EtOH et BuOH ont été conservés a 4°C pour les tests d’activités
biologiques (antioxydante, antibactérienne et antifongique). Les extraits BUOH et
Aq ont été utilisés pour I'évaluation des activités analgésique et antipyrétique
(Fig 2.4).
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MATIERE VEGETALE

Partie aérienne de la plante

(Mai 2014, région de Bou saada)

A

Plante fraiche

v' Etude morphologique
v' Etude anatomique

Plante fraiche

Nettoyage —> Séchage—» Broyage

|| Extraction

v Extrait Ethanolique (Soxhlet)
v Extrait n-butanolique (fractionnement)

v' Extrait aqueux (infusion)

Etude phytochimique
Qualitatif

v' Tests préliminaire
v CCM

Quantitatif

v" Phénols totaux
v" Flavonoides

Toxicité et Activités biologiques
Toxicitét ———> E-Aq
Antioxydante

Antibactérienne ¢ E-EtOH et E-BUOH
Antifongique

Analgésique E-But E-Aq
Antipyrétique

Figure 2.4 : Extraction, identification, toxicité et activités biologiques des différents

extraits de la partie aérienne d’Erythraea centaurium (L.) Pers.
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3.4. Analyses gualitatives et guantitatives des extraits

3.4.1. Criblage phytochimique de guelques substances bioactives

Les différentes analyses chimiques ont été effectuées par un criblage

phytochimique. Il s’agit d’'une analyse qualitative basée sur des réactions de

coloration et/ou de précipitation. Le tableau 2.3 indique les différents groupes

chimiques recherchés et les réactifs spécifiques utilisés (Annexe 05).

Tableau 2.3: Réactifs spécifiques et réactions positifs du criblage phytochimique.

Groupes chimiques

Polyphénols

Flavonoides

Alcaloides

Tanins galliques

Tannins cathéchiques

Saponosides

Coumarine

Stérols et triterpénes

Réactifs et résultats positifs

Acide chlorhydrique === Coloration rouge [57].

Alcool chlorhydrique et copeaux de magnésium === Coloration rose-orangeé [57].
Mayer === Précipité blanc [58].

Wagner ™ Précipité brun [58].

Chlorure de fer === Coloration bleu-noiratre et précipité [59].

Chlorure de fer === Coloration bleu —verte [59].

Observation d’'une mousse persistante (apres agitation) [57].

Ammoniaque =P fluorescence jaune [57].

Anhydride acétique et chloroforme + d’acide sulfirique=3 Anneau rouge- brunatre [59]




39

3.4.2. Séparation chromatographigue des éxtraits sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode physico-chimique
rapide de contréle dont I'adsorbant ou phase stationnaire est constituée d’une
couche mince et uniforme, appliquée sur un support. La phase mobile migre a la

surface de la plaque par capillarité [60].

Pour lI'analyse des extraits EtOH et BUOH, la silice 60 F254 Merck, 0,1 mm sur
support d’aluminium (20 x 20 cm) a été utilisée comme phase stationnaire. Les
plagues ont été déposées dans une cuve préalablement saturée par le systeme
solvant. Ces extraits ont été analysés par plusieurs CCM en testant chaque fois un
systeme de solvant de migration en comparaison avec des étalons (Quercétine,
Acide Gallique) (Tab 2.4).

Apres migration, les plaques ont été observées sous lampe UV a 254 nm et
366 nm. Les substances phénoliques sont des molécules UV actives et absorbent
UV a 366 nm. Le rapport frontal (RF) pour chaque tache a été calculé selon la

formule suivante [13]:

_ Distance parcourue par la substance
Distance parcourue par le solvant

RF
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Tableau 2.4 : Systemes solvants utilisés dans le séparations CCM [13].

Les systemes solvants Abréviation Rapport (v/v)
Chloroforme /Méthanol CM 8/2
Acétate d'éthyl /Méthanol /Eau. AME 7/1,5/1,5
Acétate /n-Butanol. AB 9/1
Acétate d'ethyl/Ac acétique /Eau. AAE 8/1/1
Acétate d'éthyl /Ether diéthylique. AE 2/8
Dichlorométhane/Méthanol. DM 8/2
Dichlorométhane/Acétate d'éthyl. DA 9/1
Acétate d'éthyl/Acide formique/Eau. AFE 8/1/1

La révélation a été faite selon la coloration des spots puisqu’il existe une
relation étroite entre la fluorescence et la structure chimique des substances
(Tab 2.5) [61].
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Tableau 2.5 : Composés phénoliques identifiés par CCM [62].

Couleurs sous UV 366 nm

Mauve

Violet

Bleu

Bleu vif

Bleu jaunéatre
Bleu blanc fluorescent
Bleu pale

Vert

Jaune

Jaune grisatre
Jaune pale
Orange
Rouge

Rouge vif
Gris

Gris sombre
Bleu sombre
Rose

Rose pale

Classes de polyphénols possibles

Anthocyanidine-3-glycosides
Flavones

Ac Phénol

Ac Phénol

/

Flavonols, Flavones, Isoflavones et Flavanones
Ac Phénol

Flavonols, Flavonones et Aurones
Flavonols

/

Flavonols
Anthocyanidine-3-glycoside
Anthocyanidine-3-glycoside
Anthocyanidine-3-glycoside

/

/

/
Anthocyanidine-3,5-diglycosides

Anthocyanidine-3,5-diglycosides
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Ce dosage qualitatif a été renforcé par un dosage quantitatif des principaux

métabolites secondaires.

3.4.3. Dosage des phénols totaux

Le contenu des phénols totaux a été déterminé a l'aide de réactif Folin
Ciocalteu, en utilisant I'acide gallique comme standard. 200 pl de la solution d'extrait
dilué (E-BuOH et E-AQ) ont été ajoutés a 1 ml de réactif de Folin Ciocalteu (10 fois
diluées dans de I'eau distillée). Aprés 4 min, 800 uyl de Na,COg3 (75 mg / ml) ont été
ajoutés. Le mélange a été laissé pendant 45 min a température ambiante. Par la
suite I'absorbance a été mesurée a 760 nm a l'aide d'un spectrophotométre
(Spectrophotometer UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japan). Les concentrations de
composeés phénoliques ont été exprimées en ug équivalent d’acide gallique par mg
d’extrait (ug EAG / mg d’extrait) [63]. Toutes les expériences ont été réalisées en

triple.

La quantité des phénols totaux est calculée selon la formule suivante [63]:

C=c.v/m

Ou:

C : Contenu total des polyphénols (ug Equivalent acide gallique /mg d’extrait).

c : Concentration d’acide gallique (ug/ml).

v : Volume de I'extrait (ml).

m : Masse de la matiére séche (mg).
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3.4.4. Dosage des flavonoides

La quantification du contenu flavonoique a été estimée par la méthode de
trichloride d’aluminium, en utilisant la Quecétine comme standard. 1ml de I'extrait
dilué (E-BuOH et E-Aq) a été mélangé avec 1 ml de la solution AICI; (2%). Le
meélange a été laissé pendant 30 min a température ambiante. Par la suite
labsorbance a été mesurée a 415 nm a laide d'un spectrophotométre
(Spectrophotometer UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japan). Le taux des flavonoides est
exprimé en pg équivalent de Quercétine par mg d’extrait [64]. Toutes les expériences

ont été réalisées en triple.

Le taux des flavonoides est calculé selon la formule suivante [64]:

X= (Amo) / (Aom)
Ou:

e X: Quantité des flavonoides (ug Equivalent Quercétine /mg d’extrait).

A : Absorbance de I'extrait.

Ao : Absorbance de la solution quercétine.

e m: Masse de I'extrait (mg).

mp : Masse de la Quercétine dans la solution (ug).
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3.5. Etude toxicopharmacologique d’Erythraea centaurium (L.) Pers

3.5.1. Test de toxicité

Trois lots de cing rats chacun, préalablement mis a jeun pendant 17 h,
recoivent par voie orale I'extrait aqueux aux doses 500, 1000 et 1500 mg/Kg de
poids corporel durant 3 jours (Tab 2.6). Des observations sur le comportement et la
|étalité ont été faites au bout de 1 h, 4 h, 24h, 48 h et 72 h comparativement a un lot

témoin sain qui ne recoit que de I'eau distillée [65].

Tableau 2.6 : Traitement des rats de la toxicité.

Lot Traitement

Lot 1 Eau distillé (témoin sain)

Lot 2 500 mg/Kg de poids corporel de 'E-Aq
Lot 3 1000 mg/Kg de poids corporel de I'E-Aq
Lot4 1500 mg/Kg de poids corporel de I'E-Aq

La DLsy permet de mesurer la toxicité d’'une substance et d’établir des classes
de toxicité [62]. Une fois la DLso déterminée, elle est comparée aux autres valeurs a
I'aide d'une échelle de toxicité. Il y a quelques fois de la confusion parce qu'il existe
différentes échelles de toxicité. Les deux échelles les plus couramment utilisées sont
« I'échelle de Hodge et Sterner » et « |'échelle de Gosselin, Smith et Hodge ». Ces
échelles different au niveau de l'indice de toxicité de chaque classe ainsi qu'au
niveau des termes utilisés pour décrire chaque classe [66]. En général, plus la DLsg
est petite, plus la toxicité est élevéee. Le contraire est également vrai : plus la DLsg est

eleve, plus la toxicité est faible comme le montre le tableau 2.7.
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Tableau 2.7 : Classes de toxicité selon I'échelle de Hodge et Sterner (1943) [66].

DLso orale Indice de toxicité
Jusqu’a 1mg/Kg Extrémement toxique
1a 50 mg/Kg Hautement toxique

50 a 500 mg/Kg Modérément toxique
500a 5000 mg/Kg Légérement toxique
5000a 15000 mg/Kg Presque pas toxique
Plus de 15000 mg/Kg Relativement inoffensif

3.5.1.1. Dosages biochimigues sanguin aprés sacrifice

Au quatrieme jour, les rats ont été sacrifiés le matin a jeun. Le sang a été
immédiatement recueilli dans des tubes héparines pour le dosage des différents
parametres biochimiques [64]. Tous les parameétres ont été dosés selon la fiche
technique Spinreact, par le spectrophotometre COBAS INTEGRA 400 Plus
(Annexe 06).

> Dosage de la Phosphatase Alcaline (PAL)

La phosphatase alcaline catalyse I'hydrolyse du p-nitrophénlyphosphate
(pPNPP) a pH 10,4 libérant du p-nitrophénole et du phosphate en fonction de la

réaction suivante:

FAL
p-Nitrophénylphosphate + H,O — p-Nitrophénole + Phosphate
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La vitesse de formation du p-Nitrophénole, déterminée par photométrie, est

proportionnelle a la concentration catalytigue de phosphatase alcaline dans

I’échantillon testé1.

» Dosage de la Bilirubine totale (Bil)

La bilirubine se transforme en azobilirubine au contact de [I'acide
sulphanilyque diazotade et se mesure par photométrie. Sur les deux fractions
présentes dans le sérum, la bilirubine-glucuronide et la bilirubine libre liée a
lalbumine, seule la premiére réagit en milieu aqueux (bilirubine directe). La
deuxieme doit étre mélangée a du dimetilsulphoxyde (DMSQO) pour pouvoir réagir
(bilirubine indirecte). Dans la détermination de la bilirubine indirecte, on détermine
€galement la directe. Le résultat final donne la bilirubine totale.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de bilirubine

présente dans I'’échantillon testé.

> Dosage des Transaminases (TGO/ TGP)

Les transaminases TGO et TGP présentes dans le sérum catalysent le
transfert du groupement amine du glutamate vers I'oxaloacétate et le pyruvate dans
des réactions réversibles. L'activité de ces enzymes est proportionnelle a la quantité
du pyruvate ou [l'oxaloacétate formée aprés réaction avec 2. 4-

Dintrophénylhydrazine (DNPH) dans un milieu alcalin.

> Dosage de I'Urée

La technique utilisée pour la détermination du taux de l'urée est la méthode

cinétigue utilisant l'uréase selon les réactions suivantes.

Uréase

Urée+H20+2H+ » 2NH; +CO»

GLDH
2NH3 + a-Cétoglutarate + NADH — > H,0 + NAD" +L-Glutarate

La concentration de l'urée plasmatique est proportionnelle a la disparition du NADH".

» Dosage de la Créatinine (Créa)
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La créatinine présente dans un échantillon réagit avec le picrate en milieu
alcalin pour donner un complexe dans des périodes initiales courtes en évitant ainsi

l'interférence d'autre composé.

» Dosage de I'Acide Urique (AU)

L’acide urique est oxydé par l'uricase a I'allantoine et le peroxyde d’hydrogéne
(2H202) qui, en présence de la peroxydase (POD), 4- aminophénazone (4-AF) et du
2-4 Diclorophénol sulphonate (DCPS) forme un composé rosace:

Uricase
Acide urique + 2H,0 + O, — > Allantoine + CO; + 2H,0;

POD
2H,0, + 4-AF + DCPS — Quinonaimine + 4H,0

L’'intensité de quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la

concentration d’acide urique présente dans I'échantillon testé.

4.5.1.2. Coupes histologique des organes

Apres sacrifice des rats, les organes (foie, coeur et reins) ont été prélevés,

pesés puis conservés dans du formol a 10%.

Pour déterminer les effets toxiques de la plante sur les organes internes, des
coupes histologiques du foie du cceur et des reins ont été réalisés au niveau d’un
laboratoire privé d'anatomie pathologique, de la Wilaya de M’Sila. Les tranches
tissulaires des organes ont été fixées dans du formol (10%) pendant 72h puis
déshydratés par passage dans trois bains d'éthanol successifs de 8h a 16h (70-
75°; 90-95° et 100°). Ensuite ils ont été éclaircis dans deux bains de quelques
heures de xyléne et inclus dans la paraffine par deux bains successifs a 60°C

pendant quelgues heures chacun.

Les blocs de paraffines obtenus ont été ensuite coupées par Microtome, les coupes
ont été étalées sur des lames et séchées pendant 30 minutes a 37°C, réhydratées et

colorées a I'hématoxyline-éosine [68].



3.5.2. Tests des activités biologiques

3.5.2.1. Activité antioxydante : test au DPPH
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En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2 diphényl-1-picrylhydrazine de

couleur jaune (Fig 2.5) [69].

NG, + AD=H —P

Absorption

| Absorptionsmessung el $15 m

g
E
g |
§
&
g

Longueur d’onde

Figure 2.5 : Schéma de transformation du DPPH de sa forme active a celle inactive

[70].

Dans des tubes on introduit 50 pl de différentes concentrations (200 a 2000
mg/ml) de I'extrait (EtOH ou BuOH) et 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH
(0,025 g/l) fraichement préparée. Apres agitation au vortex, les tubes ont été placés
dans I'obscurité a température ambiante pendant 30 min. La lecture a été effectuée
par la mesure de I'absorbance a 515 nm (Spectrophotometer UV-1601, Shimadzu,

Kyoto, Japan). Le contréle négatif est composé de la solution méthanolique de

DPPH et du méthanol [69].
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Les essais ont été effectués en triple. Le pourcentage de l'inhibition des

radicaux libres est calculé selon la formule suivante [69]:

AbsC—AbsE

Ou:
e % I|: Le pourcentage d’inhibition du DPPH.
e Abs C: Absorbance du Contréle négatif.
e Abs E : Absorbance de I'Extrait.

Les ICso ont été calculées graphiquement par régressions linéaires a partir des
graphes (pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des

extraits testés et I’Acide Ascorbique utilisé comme référence).

3.5.2.2. Activité antibactérienne et antifongique

» Microorganismes testés

Le choix des microorganismes a été porté sur six souches de la collection
internationale ATCC (American type culture collection) fréquentes en pathologie
humaine. Ces espeéeces sont souvent responsables de toxi-infections alimentaires
constituant ainsi un probléme majeur de santé publique, et dont les symptdmes
majeurs sont la douleur et la fievre. Parmi les microorganismes testes :

e Deux bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 65 38 et Bacillus

subtilis ATCC 6633.

e Deux bactéries Gram négatif : Escherichia coli ATCC 8739 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

e Une levure : Candida albicans ATCC 10 231.

e Un champignon : Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

» Test de sensibilité aux antibiotiques et aux Antifongiques

Ce test a été réalisé pour étudier la sensibilité des germes utilisés vis-a-vis de

plusieurs antibiotiques et un antifongique. Les disques d’antibiotiques et de nystatine
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sont déposés a la surface d'un milieu gélosé préalablement ensemencé avec une

culture de la souche testée.

Les antibiotiques et I'antifongique utilisés sont commercialisés sous forme de
disques dont: [ C 30 (Chloramphenicol 30ug), MP 10 (Imipenem 10ug), DA 2
(Clindamycin 2mg), AUG 10 (Augmentin 10), E 15 (Erythromycine 15), P 6 (Penicillin
6p1g), Net 10 (Netilmicin 10), PRL 100 (Piperacillin 100ug), Ofx (Ofloxacin), FA 10
(Fusidic Acid), SR 100 Spiramicin 100, FT 300 (Nitrofurantoin 300ug), TMP 5
(Trimethoprim 5ug), AMC (Amoxicillin +Clavulanic acid 20/10ug), OX 1 (Oxacillin
1pg), DO 30 (Doxycycline 30 mg), TC 75/10 (Ticarcillin + Clavulanic acid), L 10
(Lincomycine 10 pg), CT 10 (Colistin 10ug), K 30 (Kanamycine 30ug), AX
(Amoxicilline), AM (Ampicillin) et Ny 100 (Nystatine 100ug).

> Test de diffusion en milieu solide

Les extraits de plante (EtOH et BuOH) ont été dissout dans du DMSO a
différentes concentrations (300, 600 et 900 pg /ml) puis introduits dans des puits de 8
mm de diametre d’un milieu gélosé (gélose nutritive pour les bactéries et gélose
Sabouraud pour les levures) ensemencé en surface a l'aide d’'une suspension

microbienne.

L’incubation a été faite a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant
3 a 7 jours pour les levures. L'absence de la croissance microbienne se traduit par
un halo translucide autour du puit dont le diamétre est mesuré par un Pied a coulisse

et exprimé en millimetre [71]. Toutes les expériences ont été réalisées en triple.

3.5.2.3. Activité antipyrétique

Elle consiste a vérifier I'action inhibitrice des extraits (Aq et BUOH) sur la fievre
provoquée chez les rats par l'injection sous cutanée d’une solution de la levure de
biere a 20% [72].

Les rats ont été répartis en 08 lots de 05 rats chacun (Tab 2.8), ils ont été maintenus

a jeun pendant 18 h avant le début de I'expérimentation.
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Tableau 2.8: Traitement des rats de I'activité antipyrétique.

Lot Traitement
Lot1

Eau distillé
Lot 2 Paracétamol (150 mg/Kg de poids corporel)
Lot 3et4 100 mg/Kg de poids corporel d’E-BUOH ou E-A
Lot5et6 200 mg/Kg de poids corporel d’E-BUOH ou E-A
Lot 7 et 8 300 mg/Kg de poids corporel d’E-BUOH ou E-A

La fievre a été induite par injection sous cutanée d’'une suspension aqueuse a
20% de la levure de biere [73]. La température rectale initiale a été enregistrée. Apres
18 h, les rats ayant montré une augmentation de 0,5°C de la température rectale ont été
sélectionnés [74]. La température rectale a été mesurée a 1, 2, 3 et 4 h aprés
'administration des traitements (eau, paracétamol, et extraits de plante a différentes
doses) [75].

3.5.2.4. Activité analgésigue

> Test de torsion (Writhing test)

Il consiste a vérifier I'action inhibitrice des extraits (Aq et BUuOH) sur la douleur
provoquée chez les rats par linjection intra péritonéale d’'une solution d’acide

aceétique [76].

Les rats ont été répartis en 08 lots de 05 rats chacun (Tab 2.9), ils ont été maintenus

a jeun pendant 18 h avant le début de I'expérimentation.
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Tableau 2.9 : Traitement des rats de I'activité analgésique (Test de torsion).

Lot Traitement

Lot 1 Eau distillé

Lot 2 Paracétamol (150 mg/Kg de poids corporel)
Lot 3et4 100 mg/Kg de poids corporel d’E-BUOH ou E-A
Lot5et6 200 mg/Kg de poids corporel d’E-BuOH ou E-A
Lot 7 et 8 300 mg/Kg de poids corporel d’E-BUOH ou E-A

Une demi-heure aprés l'administration par voie orale des traitements (eau
distillée, paracétamol et extraits de plante a différentes doses), la solution d’acide
acétique a été injectée par voie intrapéritonéale selon la méthode de SIEGMUND [74].
Cing minutes (05 min) apres l'injection, chaque rat a été observé individuellement et le

nombre de torsions a été compté pendant une période de 20 min [78].

Le syndrome douloureux se caractérise par des mouvements d’étirement des

pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale [75].

Le pourcentage d’inhibition est calculé pour chaque lot de rat selon la formule

suivante [79]:

M témoin — M traité
%Inh = - - x 100
Mtemoin
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Ou:

e M : Moyenne du nombre de torsions.

» Test de la plague chauffante

Ce test explore l'activité analgésique centrale des extraits de la plante et
utilise un stimulus thermique chez rats [76].
Les rats ont été répartis en 08 lots de 05 rats chacun (Tab 2.10), ils ont été

maintenus a jeun pendant 18 h avant le début de I'expérimentation.

Tableau 2.10: Traitement des rats de I'activité analgésique (Test de plaque chauffante).

Lot Traitement

Lot 1 Eau distillé

Lot 2 Paracétamol (150 mg/Kg de poids corporel)
Lot 3 et4 100 mg/Kg de poids corporel d’E-BUuOH ou E-A
Lot5et6 200 mg/Kg de poids corporel d’E-BuOH ou E-A
Lot 7 et 8 300 mg/Kg de poids corporel d’E-BUOH ou E-A

Cette technigue consiste a placer le rat sur une plaque chauffante chaude a
une température d’environ 55°C+ 1°C [76], On mesure le temps de réaction grace a
un chronométre, entre le moment ou le rat est placé sur la plaque chauffante et le
moment ou il leche ses pattes ou saute [78]. Le temps de réaction a été calculé 30,
60, 90 et 120 min aprés l'administration des différents traitements (eau distillée,

paracétamol et extraits de plante a différentes doses).
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4. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous la forme de moyenne * écart type et les

différences ont été considérées significatives a P < 0,05.

Ces calculs ont été effectués a I'aide du logiciel GRAPH Pad d’analyse et de
traitement statistique des données. Des comparaisons de groupe ont été exécutées
par I'analyse de variance ANOVA. La différence significative entre le groupe contréle

et les groupes expérimentaux ont été évalués par le test de Tukey.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

1. Choix de la plante d’étude : Erythraea centaurium (L.) Pers

Il ressort du dépouillement des questionnaires, qu’au-dela des affections plus
ou moins banales telles que les troubles digestives ou la fievre, les plantes de la
région de M’'Sila, sont également utilisées pour traiter les maladies les plus
préoccupantes, telles que, le diabéte, linflammation, [I'hypertension ou la
leishmaniose. Pour arriver a une meilleure interprétation des résultats relatifs a la
consultation des fiches questionnaires, les plantes ont été regroupées en répertoire
selon la pathologie pour laquelle elles ont été utilisées. Le facteur du consensus
d’informateur (IFC) sera ensuite calculé. Le tableau 3.1 indique quelques domaines

d’indication thérapeutique des plantes.

Tableau 3.1 : Quelques domaines d’indications thérapeutiques issu de la base de
données PHARMACOPEE.

Pathologies Nombre d’espéces Nombre indication IFC

Eczéma 25 32 0.22
Diabéte 18 48 0.63
Inflammation 16 102 0.85
Hypertension 35 111 0.69
Leishmaniose 06 25 0.79

L’IFC varie généralement entre 0 et 1. Lorsque la valeur d’'IFC se rapproche
de 1, alors les informateurs sont en accord sur les plantes utilisées, pour soigner
les maladies d’'une catégorie donnée. Selon les résultats, les pathologies

inflammatoires possédent I'lFC le plus haut (IFC = 0.85). Ce répertoire a été



56

sélectionné par la suite, il renferme ceux qui sont susceptibles d’avoir une action
contre les symptémes de l'inflammation a savoir 'oedéme, la douleur et la fievre
(effets cités dans les fiches questionnaires). La liste de quelques plantes du

répertoire sélectionné est établie dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Liste de quelques plantes utilisées dans le traitement de I'inflammation.

Espéces Nombre de citation UV
Anthemis nobilis 19 0,22
Erythraea centaurium(L.)Pers 11 0.13
Thapsia garganica 06 0.07
Juniperus oxycedrus 04 0.04
Zizyphus lotus 18 0.21
Daphne gnidium L 06 0.07
Malva sylvestris 04 0.04

Le calcul de la valeur d'utilisation (UV) a montré qu’aucune espéce, parmi
celles choisies, n’a atteint une valeur élevée, sauf pour Anthemis nobilis, Zizyphus

lotus et Erythraea centaurium (L.) Pers.

Malgré que les UV soient basses, la plupart des especes citées ci dessus

possedent une activité anti-inflammatoire prouveé scientifiguement [79][80][81][82].

Au Maroc comme en Algérie, plusieurs enquétes ethnobotaniques avec les
herboristes ont indiqué l'utilisation de la petite centaurée, pour le traitement des
troubles digestifs, du diabete et, de la fievre [5][72]. D’autre part, les travaux en
Algérie sont quasiment inexistants, concernant Erythraea centaurium (L.) Pers en
tant qu’antipyrétique et analgésique. C’est pour cette raison, qu’elle a été choisie
pour veérifier la véracité de son utilisation par la population locale de la région de
M’Sila.
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2. Etude morphologigue et anatomique de la plante

2.1. Etude morphologique

L’observation = morphologique de la plante fraiche, effectuée sous loupe
binoculaire, montre que :

> Lafleur:
Les fleurs sont de couleur rose, en cyme. Chaque fleur est constituée de :

e 05 pétales.
e 05 Etamines de 5 mm.
e Anthéres sont contournées en spirale (Fig 3.1 a).

e Le style, divisé en 2 stigmates (Fig 3.1 b).

> Lafeuille:
Les feuilles sont basales en rosette, simples, entiéres, généralement

opposées-décussés, sans pétiole, 20 mm de longueur (Fig 3.1 c¢).

> Latige:
Les tiges plus ou moins gréles, offrant quatre angles dans leur
langueur (Fig 3.1 c).

L’étude morphologique concorde avec les criteres d’identification de la petite
centaurée selon QUEZEL et SANTA [9], puisque toutes les fleurs sont disposées
dans le méme plan, le calice tubuleux est a cing angles saillants et a cing lobes
linéaires. La corolle est a tube cylindriqgue assez long resserré a son sommet. Les
inflorescences sont en panicule corymbiforme dense. Calice a la floraison atteignant
tout au plus la demi longueur du tube de la corolle. Capsule plus longue que le

calice. Les feuilles sont en général en opposées et les feuilles inférieures en rosette.
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(c) Partie aérienne de la petite centaurée

Figure 3.1 : Aspect morphologique d’Erythraea centaurium (L.) Pers (Original 2015).
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2.2. Etude anatomiqgue

La double coloration (Vert de Méthyle - Rouge Congo) réalisée au niveau des
coupes de la tige et la feuille a permis I'observation des différentes structures
tissulaires. Cette observation est réalisée grace au microscope (Motic Digital
Microscope X400).

La coupe transversale réalisée au niveau la tige, présente une structure
quadriforme, bordée de cellules collenchymateuses, qui aident pour le maintien de la
plante. Elle présente deux parties nettes, a savoir, 'écorce qui représente la partie
périphérique réduite comparativement a l'autre partie centrale, vaste et tres

développée, nommée stéle.

L’écorce, débute par une assise périphérique, munie d’une couche pelliculaire:
I'épiderme. Sous I'épiderme se trouve des cellules parenchymateuses dans la région

médiane.

La stele, renferme le xyléme (bois) coloré en vert. Ce qui prouve dans ce cas,
I'existence des structures lipidiques, et le phloéme (liber) qui est coloré en rose
comme pour le parenchyme et le collenchyme (Fig 3.2). Ce qui prouve I'existence

des structures cellulosiques.

Ces deux types de vaisseaux sont séparés par une couche de méristeme, le
cambium ou la zone génératrice libéro-ligneuse. Elle assure la structure secondaire
chez les dicotylédones. La stéle est délimitée vers I'extérieur par une couche
comportant des cellules a parois rigides, dures et imperméables : le péricycle, vers

l'intérieur par une masse cellulaire ; le parenchyme médullaire (Fig 3.2).
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Figure 3.2: Différentes couches cellulaires de la tige : pachyte continue (G x 400)
(Original 2014).
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Figure 3.3 : Coupe transversale de la partie centrale de la feuille (G x 400)
(Originale 2014).
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L’observation microscopique de la coupe transversale de la feuille, au niveau de
la nervure principale, a montré qu’elle présente une symétrie dorsiventrale, (faces
supérieure et inferieure différentes), elle a permis de mettre en relief les structures
suivantes (Fig 3.3) :

e Epiderme supérieur et inferieur.

e Tissus conducteurs (Xyleme et phloéme).

Les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent et se
dissolvent dans les vacuoles [21]. Selon GUERINE, les Flavones et les flavonols sont
principalement localisés dans I'assise palissadique ; et les flavonoides dans I'assise

externe du parenchyme cortical (collenchyme) [83].

3. Rendements d’extractions

La préparation des extraits, a partir d’Erythraea centaurium (L.) Pers, a été
effectuée selon trois méthodes : I'hydrodistillation, I'extraction en continue par solvant

et l'infusion.

L’extraction en continue a été réalisée en deux étapes, la premiéere est une extraction
par I'éthanol pur, qui permet d’obtenir un extrait brut (E-EtOH) contenant les
polyphénols totaux. La deuxieme étape de fractionnement a été réalisée par le n-
butanol qui a permis de séparer les Flavonoides [62].

De ce fait, quatre extraits ont été obtenus : huile essentielle (HE), extrait brut
ou extrait éthanolique (E-EtOH), extrait n-butanolique (E-BuOH) et extrait aqueux
(E-AQ) obtenu par infusion. Le rendement de chaque extrait par rapport au poids de
la matiere seche est présenté dans le tableau 3.3.
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Tableau 3.3 : Rendements des extraits obtenus.

Extraits Masse (9) Rendement %
HE 0,039 + 0,0005 0,039 + 0,0005
EtOH 12,21 + 00,57 25,43 +£01,15
Aq 00,45 + 00,02 22,50 + 01,00
BuOH 07,68 + 00,23 07,68 + 00,47

Les valeurs sont exprimées en moyenne * ET, n=3

Un rendement de 0.039 % en HE a été obtenu. Ce résultat est plus élevé
comparativement a celui obtenu avec la méme plante, et le méme protocole

d’extraction en Croatie, qui est de 0.02 % [84].

Généralement la teneur en HE des plantes est de I'ordre de 1% [85]. Cette
différence est due probablement a la variation des facteurs d’origine intrinséque ou
extrinséque, la géographie, la période de récolte et le stade de maturation de la
plante [86].

Vu le faible rendement de 'huile essentielle de la plante étudiée, et le nombre
de test toxicologique et activités biologiques a réaliser, notre choix s’est basé sur les
extraits EtOH, Aq et BUOH.

Les rendements des différents extraits EtOH, Aq et BUOH sont 25.43%,
22,5% et 7,68% respectivement.

Les résultats obtenus ont montré que I'E-EtOH a donné le rendement le plus
élevé suivit par 'E-Ag puis 'E-BUOH. Cette difféerence de rendements est due aux
solvants d’extraction et a la composition chimique qui differe d’'un extrait a l'autre. Ce
résultat indique que la majorité des constituants de la partie aérienne d’Erythraea

centaurium (L.) Pers est extraite par I'éthanol et I'eau.

La méthode utilisée (le choix du solvant), ainsi que les conditions dans
lesquelles I'extraction a été effectuée (a chaud ou a froid) affectent le rendement
d’extraction. Les solvants utilisés (éthanol, n-butanol et eau) sont des solvants

polaires. L’ethanol est fréquemment employé pour I'extraction des composés
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phénoligues (acides phénolique, tannins et flavonoides) [84], tandis que le n-butanol
sépare les produits les plus polaires tels que les flavonoides ce qui explique la
différence dans le rendement des extraits [62]. L’eau, solvant d’extraction polaire,
peut étre utilisé a chaud ou a froid. Le rendement de I'E-EtOH obtenu lors de notre
étude est plus élevé que celui obtenu par SAAB et al., (14,5%) [88]. Le rendement de
'E-Aq (22 %) obtenu & chaud est plus important que celui rapporté par CHDA et
collaborateurs (15%) [89] et TAHRAOQUI et al., (12%). Les variations des rendements
peuvent étre liées a l'origine géographique de la plante, aux conditions et a la durée
de stockage et de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées (infusion,

décoction).

Le rendement de la phase n -butanolique est comparable a celui cité par
BENHAMZA (6.6%) [90].

Afin d’utiliser les extraits pour I'étude toxico-pharmacologique, I'épuisement
complet du solvant est nécessaire. La présence des traces de solvants dans I'extrait

peut entrainer des effets secondaires indésirables [91].

4. Analyses gualitatives et guantitatives des extraits

4.1. Screening phytochimigue

[l s’agit d’'une étude qualitative, qui méne & la recherche des principaux
groupes chimiques. Les tests de caractérisation ont été basés sur des réactions de
précipitation, avec formation de complexes insolubles et colorés. La coloration

observée a été provoquée par l'utilisation d'un réactif approprié.

Les tests de caractérisation phytochimique réalisés sur I'extrait aqueux ont

donné les résultats présentés dans le tableau 3.4.
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Tableau 3.4 : Résultats du screening phytochimique de I'extrait aqueux.

Constituants chimiques E-Aq
Polyphénols +
Flavonoides ++
Alcaloides +
Tanins galliques ++

Tanins cathéchiques

Saponosides mousse persistante de 2cm
Coumarines +

Stérols et triterpenes +

+: présence ; -:absence

Les résultats des tests préliminaires indiquent la présence de plusieurs
composeés actifs tels que flavonoides, tanins galliques, polyphénols, coumarines,
saponosides, stérols et triterpenes et alcaloides avec absence des tanins
cathéchiques.

L'intensité de la couleur observée indique la richesse de I'extrait aqueux en
flavonoides et tannins gallique. Ces résultats sont comparables avec d’autres qui
indiquent la présence des acides phénoliques, des flavonoides, des triterpénoides et
la présence a I'état de trace des alcaloides dans différents extraits de la méme plante

(extrait aqueux et extrait méthanolique) [89][92].

La présence de ces composés chimiques dans I'extrait aqueux donne a la

plante des vertus biologiques intéressantes [93].
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4.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode de séparation

rapide et efficace [94].

Les extraits ont été séparés en utilisant plusieurs systémes de solvant
spécifigue. Les chromatogrammes résultants ont comporté une série de spots.
L’identification des composés a été basée sur Markham par I'observation des
couleurs sous lampe UV a 366 nm d’une part, et par la comparaison des RF des
échantillons a ceux des étalons utilisés d’'une autre part (Annexe 07). L’ensemble

des résultats de cette analyse sont consignés dans le tableau 3.5.



Tableau 3.5 : Résultats de la CCM des extraits éthanolique et n-butanolique.

Extraits Systemes (V/V) Nombre de taches RF
CM (8/2) Mélange complexe
DM (8/2) Deux taches 0,44
0,82
EtOH AAE (8/1/1) Mélange complexe
AME (7/1,5/1,5) Deux taches 0,58
0,8
AE (2/8) Mélange complexe
DA (9/1) Mélange complexe
AFE (8/1/1) Une tache 0,48
AB (9/1) Une tache 0,23
CM (8/2) Mélange complexe
DM (8/2) Deux taches 0,44
0,82
AAE (8/1/1) Mélange complexe
BUOH AME (7/1,5/1,5) Trois taches 0,58
0,66
0,8
AE (2/8) Mélange complexe
DA (9/1) Deux taches
AFE (8/1/1) Une tache 0,48
AB (9/1) Une tache 0,23
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L’observation des plaques CCM sous UV a 366 nm a présenté des taches de

différentes couleurs (bleue, jaune, orange,

rose, verte, rouge) qui

peuvent

correspondre a plusieurs classes de métabolites secondaires. Les extraits analysés

semblent contenir des acides phénoliques, flavonoides, anthocyanes) [60].

La complexité (mauvaise séparation chromatographique avec des spots tres

rapprochés) de l'extrait éthanolique (extrait brut) n’a pas permis de trouver un bon

systeme de seéparation. La composition de la fraction n-butanolique est moins

complexe et donc plus facile a séparer.
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Les systemes de migration constitués de Chloroforme/méthanol (8/2), Acétate
d'ethyl/Ac acétique /Eau (8/1/1) et Acétate d'éthyl /Ether diéthylique (8/2) ont donné
un mélange complexe et de ce fait n'ont pas permis une bonne séparation des
différents  constituants des deux extraits. De méme, Le systeme
Dichlorométhane/Acétate d'éthyl (9/1) n’a pas permis une bonne séparation de
I'extrait éthanolique (mélange complexe) et n'a donné que deux taches distinctes

avec la fraction n-butanolique.

Les deux systemes Acétate d'éthyl/Acide formique/Eau (8/1/1) et Acétate /n-Butanol
(9/1) n’ont donné qu’une seule tache (bleue claire et vert vif respectivement)
spécifique a une classe de métabolites secondaires chacun, ce qui ne donne pas

une bonne lecture de la composition des deux extraits.

Par le biais du systeme Acétate d'éthyl /Méthanol /Eau (7/1,5/1,5), nous
avons pu mettre en évidence trois composés (trois taches de couleurs différentes)
pour la fraction n-butanolique et deux composés pour l'extrait éthanolique brut
correspondant aux acides phénoliques et flavonoides selon la couleur (vert, bleue
jaune et vert, jaune respectivement). Grace a ce systéme d’élution, nous avons mis
en évidence la présence dans I'extrait n-butanolique des flavonoides (Fig3.4) [62]. Il
est préférable d’employer des mélanges de solvants organiques appropriés avec
'eau, sachant que la majorité des polyphénols ne sont pas hydrosolubles. L’eau
augmente la solubilité des flavonoides, et elle dépend du nombre de groupement du

poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonée du squelette de base [91].

Le systeme de migration Acétate d'éthyl /Méthanol /Eau indique que la
fraction n-butanolique renferme probablement des flavonoides glycosylés (flavonoide

aglycone, mono-di et tri glycosylé) [62].
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Figure 3.4 : Chromatogramme de I'extrait n-butanolique, Acide Gallique et

Quercétine.

4.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, en Equivalent d’Acide Gallique, des
extraits aqueux et n-butanolique a été déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu.
Une courbe d’étalonnage a été tracée avec un extrait d’Acide Gallique a des
concentrations allant de (0, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 pg/ml) ; des mesures de la
densité optiqgue pour chaque extrait ont été réalisés a 760 nm [95]. Les teneurs en
polyphénols correspondantes ont été rapportées en microgramme d’équivalent de
I'étalon utilisé et déterminées par I'équation: y = ax +b (Fig 3.5).
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Figure 3.5 : Courbe d'étalonnage de I'Acide Gallique.

Pour les deux extraits aqueux et n-butanolique de la plante étudiée, nous

avons constaté une variabilité des teneurs en polyphénols totaux (Tab 3.6).

Tableau 3.6 : Teneurs en phénols totaux de la petite centaurée.

Extrait Teneur en polyphénols (ug EAG/mg E)
Aq 11,21
BuOH 142,98

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures

Les teneurs en polyphénols totaux ont montré que I'extrait brut aqueux (E-AQ)
contient 11,21 pg EAG/ mg d’Extrait et une teneur de 143,98 ug EAG/ mg d’Extrait

pour la fraction n-butanolique.

La teneur en polyphénols totaux de I'E-Aq de la petite centaurée est plus
faible que celle de BENTAHAR et al : 49,63 ug EAG/ mg d’extrait [96]. SEFI et al.,
ont obtenue une teneur de 32,99 mg Equivalent d’acide caféique/ g de plante [97]
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sachant que l'acide Gallique est le standard le plus souvent employé dans la

méthode de Folin-ciocalteu.

Cette différence des résultats est probablement due a l'origine de la zone de
récolte, de la faible spécificité du réactif du Folin-ciocalteu qui est sensible a la
réduction de tout les groupes hydroxyle non seulement des composés phénoliques
mais également de certains et protéines. Le solvant d’extraction, I'eau, emporte des
substances non phénoliques comme les sucres et les protéines qui peuvent interférer

pendant toute évaluation phénolique [98].

4.4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon une méthode colorimétrique au
chlorure d’aluminium [99]. La Quercétine, utilisée comme control positif, a permis de
réaliser une courbe d’étalonnage dou les teneurs en flavonoides des extraits
aqueux et n-butanolique de la plante d’étude exprimées en pg EQ/mg d’Extrait sont

calculées (Fig 3.6).

y =0,0466x - 0,0238
R*=0,9981

1,4 -

1,2 -

Absorbance

0,4 -

0,2 -

0 T T T T T T 1
02 ; 5 10 15 20 25 30 35
’ Concentration (pg/ml)

Figure 3.6: Courbe étalonnage de la Quercétine.
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Le tableau 3.7 Résume les résultats obtenus du dosage des flavonoides dans
'E-Aq et E-BUOH.

Tableau 3.7 : Teneurs en flavonoides de la petite centaurée.

Extrait Teneur en flavonoides pg EQ/ mg E
Aq 4,25
BuOH 42,47

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures

Le test préliminaire a indiqué la présence de flavonoides dans I'extrait aqueux

de la plante.

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides ont révelé que I'E-Aq
contient 4,25 yg EQ/mg d’Extrait et la fraction n-butanolique contient 42,47 ug
EQ/mg d’Extrait. En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilisé, nous
admettons que la fraction n-butanolique de la plante contient plus de flavonoides
glycosides (flavonoides, di-O-glycosides, tri-glycosides et C-glycosides) [86]. Les
teneurs rapportés par SEFI et al., [97] : 93,53 mg EQ/g de plante sont trés élevé par
rapport a nos résultats. Cette différence peut étre liée soit aux facteurs intrinseques
(génétiques), ou extrinseques (conditions climatiques, pratiques culturelles, maturité
a la récolte et conditions de stockage) du moment que la distribution des métabolites

secondaires varie durant la période de développement de la plante [86].

5.Etude toxicopharmacologique

5.1. Test de toxicité

5.1.1. Signes généraux

Apres traitement des différents lots avec différentes doses de I'E-Ag, aucune
mortalité n’a été enregistrée chez les rats des lots traités durant les trois jours de
'expérimentation. De méme aucun changement dans le comportement général
des animaux n’a été observé. Les résultats de 'observation sont consignés dans

le tableau 3.8.
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Tableau 3.8 : Evaluation de la toxicité de I'extrait aqueux d’E. centaurium (L.) Pers

sur Les rats.

Traitemens Dose Nombre de Mortalité Nombre %de
(mg/Kg) rats lh 4h 24h 48h 72h de morts morts
500 05 0 0 0 0 0 0 -
E-Aq 1000 05 0 0 0 0 0
1500 05 0 0 0 0 0
Eau distillée _ 05 0 0 0 0 0 0 -

La DLsp est supérieure a 1500 mg/kg de poids corporel. Ces résultats
confirment l'innocuité de la forme traditionnelle d'utilisation (infusion) de la petite

centaurée.

Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par TAHRAOUI et al., [67]
ou la toxicité aigue et chronique de 'E-Ag de la petite centaurée a été évaluée chez
des rats et des souris. Les doses administrées par voie orale varient de 1g a 15 g/Kg
de poids corporel, aucun signe de toxicité ou de mortalité n'est observé, pour la

toxicité aigiie ou chronique (14 jours et 90 jours respectivement) [67].

Trois jours apres traitement, les rats expérimentés ont été sacrifiés. Un dosage
biochimique du sang et des coupes histologiques des organes (foie, reins et coeur)

ont été ainsi réalisés.

5.1.2. Données bhiochimiques

Le foie est la premiére cible de la toxicité et le premier organe responsable du
métabolisme des substances étrangéres a des composés qui peuvent étre
hépatotoxique. Le foie travaille en association avec les reins pour éliminer les

substances toxiques du sang [100].

Une étude de la fonction rénale et hépatique est donc tres importante pour

évaluer les effets toxiques de notre plante d’étude. Ces tests comprennent la
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détermination dans le sérum des parametres suivants : transaminase glutamate
oxoloacétate (TGO), transaminase glutamate purivate (TGP), phosphatase alcaline
(PAL), bilirubine (bil), urée et créatinine (créa). Le tableau 3.9 regroupe les résultats

obtenus.

Tableau 3.9 : Parametres biochimiques apres sacrifice des rats.
Paramétres Doses mg/kg P.C

TS 500 1000 1500

TGO (UIIL) 92,76 +11,23 217,32 £ 14,27%* 242,17 + 21,97** 307,24 + 45,45
TGP (UI/L) 86,38 + 07,10 99,63 + 3,28* 59,87 + 8,06** 69,29 + 04,73**
PAL 103,96 + 10,43 84,58 + 06,95 126,96 + 4,14* 115,65 + 17,72
Bil 01,80 + 00,29 02,38 + 01,69 01,37 £0,15 02,04 + 01,19
Bil direct 00,47 + 00,63 00,64 + 00,44 00,63+ 0,35 00,47 + 00,53
Bil indirect 01,32 00,43 01,74 + 01,91 00,63 + 0,42 01,56 + 00,91
AU 33,07 03,67 45,16 + 15,93 30,55 + 7,99 38,36 + 08,35
Urée (mg/dl) 00,48 + 00,04 00,47 +00,04 00,45 + 0,03 00,39 + 00,08
Créa (mg/dl) 05,43 01,25 05,12 + 01,57 04,14 + 0,82 04,72 + 01,27

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET, n=5. p<0,05

L’élévation des transaminases est un indice des dommages des cellules
parenchymateuses du foie et des voies biliaires. [101] L’augmentation hautement
significative des taux sériques des transaminases (TGO et TGP) lors de notre étude,
prouve une atteinte hépatique ; I'altération des cellules hépatiques se traduit par une

libération de quantité importante de transaminases dans le sang. [102].

PAL est une enzyme qui renseigne sur l'obstruction des canaux biliaires.
L’augmentation du taux de PAL indique une atteinte hépatique (cirrhoses biliaires
primitives, désorganisation de ['architecture hépatique et l'obstruction des

canalicules biliaires intrahépatique) [103].

Dans le présent travail, PAL augmente significativement avec la dose 1000
mg/Kg de poids corporel en comparaison avec le témoin sain. Ce résultat suggére
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que l'extrait aqueux d’Erythraea centaurium (L.) Pers provoque des effets directs sur
le foie. La confirmation de ce résultat sera faite grace a I'étude histologique de

'organe.

La bilirubine résulte de la destruction des globules rouges et particulierement
de 'hnémoglobine de la rate, elle est éliminée par le foie. Son accumulation donne
une couleur jaunatre. Le taux de bilirubine (directe et indirecte) des rats traités par
différentes doses de la plante ne montre aucune différence significative en

comparaison avec le témoin sain.

Le bilan rénal (urée, acide urique et créatinine) est normal malgré les fortes
doses administrées, ce résultat nous permet de constater que la plante n’a pas
d’effet toxique notable sur le rein. L’observation microscopique des coupes

histologiques, au niveau de cet organe est nécessaire pour confirmer ce résultat.

5.1.3. Masse relative des organes

Aprés examen macroscopique des différents organes prélevés, on a observé que
leurs tailles et leurs formes sont normales. Par contre, les valeurs de la masse
relative du foie montrent une diminution significative par apport aux témoins sains. Le
poids relatif des reins et du cceur ne présente aucune différence significative chez les
groupes traités comparés au groupe témoin (Fig 3.7). Le changement de la masse
relative des organes est un signe vulnérable de la toxicité [104]. Les résultats

obtenus sont indiqués dans la figure suivante :
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Figure 3.7 : Variation des valeurs de la masse relative des organes des rats.

Histopathologie

Un examen histopathologique est obligatoire pour prouver la nature (sévérité
ou degré) des effets toxiques liés a 'administration de I'extrait aqueux de la plante.
Les coupes histologiques des organes des rats traités ont été comparées a celles
des rats témoins sains. Les résultats de 'examen histolopathologique sont indiqués
dans les figures 3.8, 3.9 et 3.10.

> Foie:

L’observation de la coupe histologique du tissu hépatique des rats traités avec
la dose 500 mg/Kg de la plante dévoile que les principales différences, résident au
niveau des capillaires sinusoides hépatiques (Fig3.8 b). Les observations montrent
des dilatations sinusoidales autour de I'espace porte qui témoignent d’'une toxicité
légere de la plante au niveau hépatique. Chez les animaux traités a la dose 1000
mg/Kg, la dilatation est localisée au niveau de la veine porte  (Fig3.8 c), indiquant
une toxicité peu sévere. La dose 1500 mg/Kg provoque quant a elle, une dilatation
sinusoidale, auteur de la veine Centro-lobulaire (Fig3.8 d) accompagné d’une
dilatation de la veine porte avec congestion (Fig3.8 e). Ces interactions expliquent

I'effet dépendant des doses.
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1:laveine porte ; 2:vs lymphatique ;
3 : artére hépatique ; 4 : canal biliaire.

(a)Coupe histologique du tissu hépatique du rat témoin sain.

(b) Dilatation sinusoidale. (c) Dilatation de la veine porte.

(d) : Dilatation sinusoidale de la veine (e) : Dilatation de la veine porte

Centro-lobulaire. avec congestion.

Figure3.8 : Coupes histologiques du foie chez les rats traités a différentes doses
(Gx100) (Originale 2015).
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> Rein:

L’examen du tissu rénal des rats traités par la dose 500mg/Kg montre une
nécrose tubulaire (Fig3.9 b) avec perte de la bordure en brosse du tube contourné
proximale comparativement aux témoins sains (Fig3.9 a). Ceci peut étre expliqué

par I'effet d’'une molécule toxique sur les cellules de I'épithélium tubulaire.

1 : tube contourné distale. 2 : tube contourné proximale. 3 : glomérule.
(@) Coupe histologique du rein du rat témoin sain.

(b) Nécrose tubulaire.

Figure 3.9 : Coupes histologiques du rein chez les rats traités par la dose 500mg/kg
de poids corporel (Gx100) (Originale 2015).
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> Caoeur:

La coupe histologique du cceur des rats traités par la dose 1000 mg/Kg,
montre des Plages de nécrose du myocarde (Fig3.10 b), provoquant une perte de
striation des fibres myocardiques avec perte de noyaux. Un aspect €osinophile
homogene des fibres myocardiques avec perte des noyaux associé a une lésion
congestive du cceur est aussi observé au niveau de la coupe réalisée au niveau du
cceur des rats traités a la dose 1500 mg/Kg occasionnant une nécrose du myocarde
(Fig3.10 c), Comparativement a celle des rats témoins présentant une structure
normale (Fig3.10 a).

(a) Fibre myocardique du rat témoin sain. (b) plage de nécrose du myocarde du rat traité.

(c) nécrose du myocarde associe avec une Iésion congestive du cceur.

Figure 3.10 : Coupes histologiques du coeur chez les rats traités a différentes doses
(Gx100)  (Originale 2015).
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L’appréciation des effets toxiques est faite sur la base de I'examen du
comportement, des données biochimiques ainsi que les résultats des examens
histologiques. Aucun changement dans le comportement des rats n’a été observé
aprés traitement avec I'extrait aqueux a différentes doses ; le résultat des données
biochimiques indique une perturbation du bilan hépatique. Les résultats des coupes
histologiques montre la présence d’une vasodilatation dans le foie, une nécrose au
niveau du cceur et des reins, et en générale 'absence de mort cellulaires dans les

différents organes.

Selon 'échelle de Hodge et Sterner chez les rats de laboratoire, notre plante
peut étre considérer comme non toxique. Nos résultats correspondent a ceux
obtenus avec TAHRAOUI et al, Ou différentes doses de l'extrait aqueux par voie
orale et intrapéritoniale (1-15 g/Kg de poids corporel et 1-14 g/Kg de poids corporel

respectivement) ont été testés sur des souris.

La faible toxicité d’Erythraea centaurium (L.) Pers parait dose-dépendante et

pourrait étre due a la présence des alcaloides [105].

Les études de la toxicité d’Erythraea centaurium (L.) Pers sont tres limitées.
Une seule étude a été trouvée discutant la toxicité aigue et subaigiie de I'extrait
aqueux de la plante et une autre sur la toxicité aigue de quelques composants isolés

de la plante sans aucune étude histopathologique [67][96].

5.2. Activité antioxydante

La mesure de I'absorbance effectuée par spectrophotométrie a 515 nm a
permis le calcul du pourcentage d’inhibition du radical libore DPPH selon la formule
donnée au paravent. Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau 3.10.

Une faible valeur d’ICsg indique une forte activité antioxydante [106].
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Tableau 3.10 : Activité antioxydante des extraits de la plante d’étude.

Extrait ICso (mg/ml)
EtOH 0,517
BuOH 7,276
Ac Ascorbique 0,093

Les valeurs exprimées en moyenne de 3 mesures

Selon les résultats, I'E-EtOH est doté d'un pouvoir antioxydant
significativement plus important que I'E-BUOH (P< 0,05), leurs ICs respectives sont :
0,517 et 7,276 mg/ml. Ce pouvoir est relativement faible par rapport a celui de I'acide

ascorbique dont la valeur est de I'ordre de 0,093 mg/ml.

Il est prouvé que les molécules antioxydantes telles que : I'acide ascorbique,
les polyphénols, les flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le radicale

DPPH en raison de leur capacité a cédé I'hydrogéne [91].

Les composés phénoliques ont de bons potentiels antioxydants selon des
mécanismes d’actions différents : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxyde, alkoxyles et peroxyles soit par I'inhibition des enzymes responsable de
la génération des radicaux libres [107]. Les travaux menés par SEFI et al., [97] sur
'extrait aqueux lyophilisé indiquent un pouvoir antioxydant de l'extrait avec une
capacité de piégeage de radicale superoxyde grace aux enzymes : superoxyde
dismutase, catalase et glutathion peroxydase. Une autre étude sur deux iridoides
isolés et purifiés: Swertiamarin et Swiroside (terpénes) montre un pouvoir

antioxydant tres intéressant [108].

L’effet scavenger augmente avec l'augmentation de la concentration des
polyphenols dans I'extrait ce qui suggere une relation entre I'effet antioxydant d’un
extrait et la qualité et la quantité des polyphénols qui y son présent [102][104]. Ceci
explique le faible pouvoir anti radicalaire de la fraction n-butanolique, et suggére un

synergisme entre les polyphénols et d’autres composants dans I'extrait éthanolique.
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5.3. Activité antimicrobienne

Pour [l'évaluation du potentiel antimicrobien, les extraits éthanolique et
n-butanolique sont testés contre quatre souches bactériennes (gramme positif et
négatif) et deux champignons.

La sensibilité des microorganismes aux extraits est déterminée selon le diamétre
de la zone d’inhibition par la méthode de la diffusion sur gélose. Les résultats

obtenus sont groupés dans le tableau 3.11.

Tableau 3.11 : Activité antimicrobienne des extraits.

Extrait Concentration Souches

(mg/ml)

S.aureus E.coli P.aeruginosa B.subtilis C.albicans A.brasiliensis
Zones mm

300 15,66+0,57 14,66+0,57  13,66+0,57 14,0+0 ,00 NA NA
EtOH 600 20,66+2,30 16,66+0,57  14,33+1,52 14,66+1,15 NA NA

900 19,66+0,57 18,00+0,00 13,00+0,00 15,66+0,57 NA NA

300 09,66+0,57 15,66+0,57 14,33+0,57 15,00+£1,00 NA NA
BuOH 600 13,33+3,05 18,66+1,15  14,66+0,57 15,66+1,52 NA NA

900 14,00+4,58 19,66+1,52 14,66+1,52 16,66+1,15 NA NA
DMSO 00 00 00 00 00 00

NA : Non Active. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET, n=3

Aucune zone d’inhibition n’est observée vis-a-vis de Candida albicans et
Aspergillus brasiliensis. Ce phénoméne microbiologique peut étre expliqué pour
certains microorganismes, en particulier les champignons, par leurs aptitudes a
dégrader les composés phénoliques, et qui leurs servent de substrats carbonés. Ces

derniers favorisent leurs croissances [109].
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L’activité antimicrobienne de I'E-EtOH, la plus élevée a été enregistrée vis-a-
vis de Staphylococcus aureus avec un diametre de 20,66 mm a la concentration

600mg/ml (Fig 3.8); suivi par I'Escherichia coli avec un diamétre 18,00 mm.

L’E-EtOH est faiblement actif vis-a-vis Bacillus subtilis et Pseudomonas

aeruginosa avec des zones d’inhibition respectivement de 15,66 mm et 14,33 mm.

Dans le cas de 'E-BUOH (Fig 3.9) ; la meilleure zone d’inhibition, a été notée
avec I'Escherichia coli. La concentration de 900mg/ml a donné une zone d’inhibition
de 19,66mm, apres Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa et derniérement

Staphylococcus aureus.

Généralement les diamétres des zones d’inhibition obtenues avec les
bactéries gram positifs sont plus importants que ceux obtenus avec les bactéries
gram négatifs, ceci peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des
bactéries Gram (+) et Gram (-) (les bactéries Gram (-) possedent une couche
additionnelle qui se compose de phospholipides, de protéines et de
lipopolysaccharides) [75].

La méthode utilisée pour I'évaluation de l'activité antimicrobienne influe sur les
résultats. La méthode de diffusion a partir des puits sur la gélose est la mieux
adaptée pour étudier I'activité de I'extrait que la méthode de diffusion sur disque en

milieu gélosé [110].

Nos résultats ont montré que I'E-EtOH et E-BUuOH, possédent une activité face
a ces deux souches Staphylococcus aureus et Escherichia coli et a des
concentrations différentes (300,600 et 900 mg\ml). Plusieurs travaux scientifiques ont
confirmé l'absence de [lactivité antibactérienne de la petite centaurée contre
Staphylococcus aureus et Escherichia coli en appliquant des concentrations plus
faibles [10]. Cette variabilité des résultats de [Iactivité biologique des extraits
végétaux peut dépendre du contenu en composés polyphénoliques. Les
mécanismes d’action des composés naturels sont expliqués de différente maniére
selon les auteurs. Selon CHABOT et al.,[111] I'activité antimicrobienne est liée a la
polarité des substances bioactives. Les composés les moins polaires comme les
flavonoides n’ayant pas de groupement hydroxyle OH sur leur cycle B sont plus

actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant le groupement hydroxyle.
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D’autre part, MORI et al., [112] ont trouvé que les flavonoides trihydroxylés 3',4’,5’
sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires pour I'activité antimicrobienne.
Les travaux antérieurs de SARKER et al., [113], montrent également que I'effet d’'un
extrait est probablement due a la synergie entre le nombre de composants, qui,

lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs individuellement.

L’activité des principes actifs serait liée aux conditions de séchage et de
broyage de la plante. D’autre part, Il semble également que le broyage est a l'origine
de la génération de la chaleur responsable de la perte des molécules volatiles ainsi

que la décomposition et 'oxydation des molécules thermolabiles [114].



84

P. aeruginosa E. coli S. aureus B. subtilis

Figure 3.11: Antibiogramme (Original 2015).

P. aeruginosa S. aureus B. subtilis

Figure 3.12: Activité antibactérienne de I'E-EtOH (Original 2015).

P. aeruginosa E. coli S. aureus B. subtilis

Figure 3.13 : Activité antibactérienne de I'E-BUOH (Original 2015).
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L'hyperthermie a été induite chez les rats par I'administration sous cutanée de

la levure de biére a 20%. Le tableau 3.12 regroupe les résultats de lactivité

antipyrétique.

Tableau 3.12 : Effet des différents traitements sur la fievre induite par la levure de biére.

Groupe Température (°C)
TO T18 T19 T20 T21 T22
Non traité 37,45+0,10 38,15+0,46 38,22+0,41 38,42+0,30 38,55+0,37 38,57%0,33
Paracétamol 150  37,22+0,83 38,35+0,42 38,00+0,45 37,90+0,36 37,86+0,30 37,52+0,61
100  37,60+0,53 38,32+0,55 38,57+0,62 38,25+0,60 38,17+0,58 38,90+0,41
E-Aq 200  37,45+0,81 38,30+0,16 38,27+0,50 38,20+1,25 37,82+0,73 37,70+0,59
300 37,87+0,76  39,00+0,37 39,20+0,35 38,95+0,80 38,35+0,81 38,80%0,60
100 37,12+0,62 37,85+0,17 38,35+0,49 38,20+0,21 38,05+0,50 37,90%0,45
E-BuOH 200 37,80+0,35 38,72+0,59 38,87+0,45 38,82+0,83 38,50+0,48 38,80%0,94
300 37,60+0,61 38,45+0,64 38,37+0,60 38,12+0,61 38,00+0,76 37,77+0,73

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET, n=5

Le traitement a l'aide du paracétamol a la dose 150mg/Kg de poids corporel

conduit & une diminution de la fiévre par rapport au groupe témoin non traité.
L’administration de 'E-Aqg a la dose 200 mg/Kg et de 'E-BUOH a la dose 300 mg/Kg

by

de poids corporel provoquent un déficit de la fievre, comparable a celle du

médicament de référence. Cet effet est prolongé dans le temps.

L’étude statistique n’a révélée aucune différence significative dans la

comparaison des différents groupes. Sachant que dans ce test, une élévation de

0,5°C est suffisante pour débuter I'activité, la diminution de la température ne sera

pas au dela de 01°C c’est pour cette raison qu’aucune différence significative n’a été

obtenue. En comparaison avec le lot de rats traité par le paracétamol, on constate

comme méme qu’il existe une diminution de la fievre avec les lots traités par les

extraits.
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Trés peu d’études existent pour ce type d’activité. La seule citée est celle de

BERKAN et al., [115] ou une forte activité antipyrétique de la plante a été constaté.

5.5. Activité analgésique

5.5.1 Test de torsion (Writhing test)

L’injection intra-péritonéale d’acide acétique chez les rats provoque un
syndrome douloureux qui, se traduit par des contorsions caractéristiques de type de
mouvement d’étirement des pattes postérieures et de la musculature dorso-ventrale.
Le nombre d’étirements est comptabilisé pendant 20 minutes a partir de la premiéere
contorsion qui fait suite a l'injection d’acide acétique. Les résultats obtenus sont cités

dans le tableau 3.13.

Tableau 3.13 : Effet des différents traitements sur la douleur induite par I'acide

aceétique.
Groupes Dose (mg/Kg) Nombre de torsion % d’inhibition
Témoin sain _ 307,20 + 15,10 _
Paracétamol 150 167,80 + 06,94 ? 45,37
100 172,00 £ 02,12 @ 11,45
E-Aq 200 173,80 + 03,632 43,42
300 149,80 + 09,882 51,23
100 155,20 + 12,072 49,47
E-BuOH 200 103,60 + 12,932 " 66,27
300 081,25 + 16,75*" 73,55

Les valeurs représentent la moyenne + ET; n=5; ® p < 0,001 Lorsque les groupes traités sont
comparés au groupe non traité. ° p < 0,001 Lorsque les différents groupes traités sont comparés au
groupe Paracétamol.
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L’E-BuOH aux doses 200 et 300 mg/Kg reéduit significativement le nombre de
torsions induites par l'acide acétique, chez les rats, en comparaison avec les rats du
lot non traité et ceux du lot traité par le paracétamol. Le nombre de crampes est de
307,2 = 15,10 pour les rats du lot non traité. Il est de 103,6£12,93 (P <0,001) et de
81,25+16,75 (P <0,001) pour 'E-BUuOH aux doses respectives de 200 et 300 mg/kg
et de 167,8+6,94 pour le paracétamol.

Le meilleur pourcentage d’inhibition est obtenu avec I'E-BUuOH a la dose 300
mg/Kg, il est bien plus important que celui obtenu avec le paracétamol, médicament
de référence. L’'E-Aq a la dose 300 mg/Kg a donné un pourcentage d’inhibition de
51,23 en comparaison avec les deux autres doses testées, a savoir 100 et 200

mg/Kg de poids corporel.

Le traitement avec I'E-BuOH, provoque une diminution importante des
torsions abdominales induites par I'acide acétique, chez les rats testés. Cet effet peut
étre induit par les flavonoides présents dans notre extrait, jouant par conséquent, un
réble analgésique. Cette analgésie périphérique est supérieure a celle du

paracétamol, surtout pour la dose 300 mg/Kg de poids corporel.

Les résultats obtenus, ne concordent pas avec ceux obtenus par BERKAN et
al [115], ou aucune activité analgésique n’est obtenue, en utilisant I'extrait aqueux de

la méme plante, sur plusieurs animaux de laboratoire.

Le mécanisme d’action au niveau périphérique pourrait s’apparenter a celui du
paracétamol, en bloquant la transmission des messages douloureux aux centres
supérieurs du contréle de la douleur. L’activité antalgique est importante avec I'E-
BuOH qui est riche en flavonoides. Les flavonoides sont des inhibiteurs de la 5-lypo
oxygénase, donc de la production des prostaglandines et des leucotrienes, qui sont
meédiateurs de linflammation et des manifestations allergiques [116]. L’activité
antalgique pourrait aussi étre due en partie, a la présence de flavonoides, dans

I'extrait de la partie aérienne, de la petite centaurée.
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5.5.2. Test de la plague chauffante

L’activité antalgique centrale des E-Aq et E-BUOH de la petite centaurée est
évaluée, en testant leurs effets sur la douleur induite, par un stimulus thermique (la
plague chauffante) chez les rats. Pour ce type de test, seuls les analgésiques
centraux tels que I'aspirine ou le paracétamol augmentent le temps de latence [117].

Les résultats découlant de cette étude figurent dans le tableau 3.14.

Tableau 3.14: Effet des différents traitements sur la douleur induite par la
plague chauffante.

Temps (S
Groupes s (S)
0 30 60 90

Non traité 5,00+£0,00 5,00+1,00 5,33£0,57 6,00+£1,00
Paracétamol 150 6,33+3,21 7,00+1,00 10,00t+4,35 11,33+4,61

100 5,66+0,57 6,66+2,08 6,33+1,52 6,66+0,57

200 5,66+1,00 6,00+1,00 9,33+1,52 11,00%£2,00
E-Aq

300 6,66+2,88 9,66+3,51 12,33t2,51* 12,66%4,72

100 5,66+£1,52 6,00£1,00 8,00%4,35 9,00+£2,64

200 5,33x1,15 5,66%1,15 6,66+0,57 9,33+2,08
E-BuOH

300 6,66+1,52 7,00£1,00 11,33+3,51 15,33%5,5*

Les valeurs représentent la moyenne + ET ; n=5 ; p < 0,05.

En comparant les différents groupes des rats traités (paracétamol, E-Aq et E-
BuOH) au groupe témoin non traité, nous remarquons , qu’au dela de 60 minutes et
apres administration des produits, les temps de latence des animaux recevant 'E-Aq
et E-BUOH a différentes concentrations, ainsi que celui des sujets recevant le
paracétamol a 150 mg/Kg de poids corporel, sont significativement supérieurs

(p<0,05) au temps de latence dans le groupe témoin.
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Les travaux de SAYYAH et al [118] démontrent que les stimuli thermiques sont
sélectivement inhibés par les analgésiques centraux, et non pas aux analgésiques
périphériques chez les rats. Nous avons utilisé le paracétamol, dont I'action centrale
est prouvée selon I'lnstitut UPSA de la douleur (2010), dans notre étude pour vérifier
cette hypothése. L’E-Ag a la dose 300 mg/Kg de poids corporel ainsi que 'E-BUOH a
la méme dose, ont augmenté significativement le temps de latence sur la plague
chauffante ; révélant une activité analgésique centrale. Cette activité est |égérement

supérieure a celle obtenue avec le médicament de référence.

Les résultats obtenus ne concordent pas avec ceux obtenus par BERKAN et al
[115].Ces derniers ne signalent aucune activité analgésique obtenue en utilisant

'E-Aq de la méme plante sur plusieurs animaux.
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Discussion générale

La recherche ethnobotanique de plantes médicinales basée sur la consultation
d’'une base de données PHARMACOPEE. Les plantes médicinales de la région de
M’Sila sont classé dans un répertoire selon la pathologie. L’IFC le plus haut est noté
avec linflammation. Parmi les plantes anti-inflammatoires qui ont un UV éleve :

Erythraea centaurium (L.) Pers.

La plante a été récolté en Mai 2014, dans la région de M’Sila. L’identification
botanique a été faite au niveau du département des sciences de la nature et de la
vie, universit¢ de M'Sila. Une partie de la plante fraiche a subi une étude
macroscopique sur une loupe binoculaire pour une éventuelle description des
différentes parties de la plante, et une étude microscopique sur un microscope
adapté a une caméra pour la mise en évidence des différentes couches cellulaires
de la tige et la feuille. Le résultat de cette étude nous montre que la petite centaurée
constitue de plusieurs couches cellulaires qui servent comme cites de réserve des

substances.

Aprés séchage, la partie aérienne a subi deux types d’extractions: une
hydrodistillation et extraction par différents solvants. L’hydrodistillation au clevenger
donne un rendement en huile essentielle (HE) : 0,03%. Vu ce faible rendement et le

nombre des activités a réaliser, les HE ont été négligé de notre recherche.

L’extrait éthanolique (E-EtOH) est obtenu par soxhlet en utilisant I'éthanol comme
solvant. L’extrait butanolique (BuOH) est une fraction de 'E-EtOH en utilisant le n-
butanol comme solvant d’extraction. L’extrait aqueux (Aq) est obtenu par la méthode

traditionnelle : infusion.

Le rendement le plus important est le rendement de 'E-EtOH : 25,43%, AqQ: 22,
50% et ButOH : 07,68%, cette différence due au solvant et la méthode d’extraction

qui était a chaud.

L’analyse qualitative et quantitative des extraits nous donne une idée générale
sur la composition de la petite centaurée. Le screening phytochimique de I'E-Aq
montre la présence de différents constituants a savoir : Polyphénols, Flavonoides,

Alcaloides, Tanins galliques, Saponosides, Coumarines, Stérols et triterpénes et
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'absence des tannins cathéchique. L’analyse chromatographique sur couche mince
a été effectuée sur une série des systémes solvant. Le systeme Acétate d'éthyl
/Méthanol /Eau (A /M/E) donne deux taches avec I'E-EtOH et trois taches avec I'E-
BuOH. cette difference est expliqué par la complexicité de 'E-EtOH qui est un extrait

brut difficilement a séparer lors de la migration.

Le taux des phénols totaux a été déterminé a l'aide de réactif Folin Ciocalteu,
en utilisant l'acide gallique comme standard. Les teneurs en polyphénols totaux ont
montré que I'extrait brut aqueux (E-Aq) contient 11,21 ug EAG/ mg d’Extrait et une
teneur de 143,98 pg EAG/ mg d’Extrait pour la fraction n-butanolique. Cette
différence est par le maintien que l'extrait brut de la plante contient tout les
composant de la plante par contre la fraction est riche d’une classe de polyphénols.

La quantification du contenu flavonoique a été estimée par la méthode de
trichloride d’aluminium, en utilisant la Quecétine comme standard. Les résultats du
dosage quantitatif des flavonoides ont révélé que I'E-Aq contient 4,25 ug EQ/mg
d’Extrait et la fraction n-butanolique contient 42,47 pg EQ/mg d’Extrait. Cette
différence confirme que le n-butanol capte la majorité des flavonoides, donc la
fraction n-butanolique est trés riche en flavonoides.

La toxicité a été effectuée sur des rats wistar. Les rats ont été traité avec 'E-Aq a
différentes concentrations : 500, 1000, 1500 mg/Kg de poids corporel. Aprés les trois
jours de traitement, aucun changement morphologique ni mortalité ont été enregistré.
Selon ce résultat on constate que la DLsy de la petite centaurée est inferieur a
1500mg/Kg de poids corporel. Ces résultats confirment linnocuité de la forme

traditionnelle d'utilisation (infusion) de la petite centaurée.

Le quatriéme jour apres traitement, les rats expérimentés ont été sacrifiés. Le sang a
été récupéré dans des tube héparine pour le dosage biochimique du et les organes
(foie, reins et cceur) ont été pesés et conservé dans le formol a 10% pour les coupes
histologiques. L’analyse biochimique du sang a montre un déséquilibre au niveau du
bilan hépatique. Ce résultat suggére que I'extrait aqueux d’Erythraea centaurium (L.)
Pers provoque des effets directs sur le foie. La confirmation de ce résultat sera faite
grace a l'étude histologique de foie. Le bila rénal ne présente aucune différence

significative comparativement avec le lot sain.
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Les résultats des coupes histologiques montre Ila présence d’une
vasodilatation dans le foie, une nécrose au niveau du cceur et des reins, et en
générale I'absence de mort cellulaires dans les différents organes. La faible toxicité
d’Erythraea centaurium (L.) Pers parait dose-dépendante et pourrait étre due a la

présence des alcaloides.

L’activité antioxydante a été effectuée par le test de DPPH. L’E-EtOH est
doté d’'un pouvoir antioxydant significativement plus important que I'E-BUOH, leurs
ICso respectives sont: 0,517 et 7,276 mg/ml. L'effet scavenger augmente avec
'augmentation de la concentration des polyphenols dans I'extrait ce qui suggére une
relation entre l'effet antioxydant d'un extrait et la qualité et la quantité des
polyphénols qui y son présent. Ceci explique le faible pouvoir anti radicalaire de la
fraction n-butanolique, et suggére un synergisme entre les polyphénols et d’autres
composants dans l'extrait éthanolique.

L’activité antimicrobienne a été testée sur six souches de la collection
internationale ATCC. Deux bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis. Deux bactéries Gram négatif : Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa. Une levure : Candida albicans et un champignon: Aspergillus
brasiliensis. La sensibilitée de ces souches a été testée contre plusieurs antibiotiques
et un antifongique. Les extraits EtOH et BUOH ont été testés par la méthode de puits
et le diamétre d’inhibition a été calculé a 'aide d’'un pied a coulisse aprés 24h pour
les bactéries et 3 a 7 jours pour les levures. Aucune zone d’inhibition a été observé
vis-a-vis les champignons. Ce phénomene microbiologique peut étre expliqué pour
certains microorganismes, en particulier les champignons, par leurs aptitudes a
dégrader les composés phénoliques, et qui leurs servent de substrats carbonés. Ces
derniers favorisent leurs croissances. L'E-EtOH donne résultat mieux que 'E-BuOH
cette différence est liée a la polarité des substances bioactives. Les composés les
moins polaires comme les flavonoides sont plus actifs vis-a-vis des agents

microbiens.

L’activité antipyrétique consiste a vérifier I'action inhibitrice des extraits (Aq et
BuOH) sur la fievre provoquée chez les rats par linjection sous cutanée d'une
solution de la levure de biere a 20% sur les rats. Aprés le traitement avec I'E-Aq et

BuOH par différentes concentration (100, 200, 300mg/Kg p.c), aucune différence
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significative a été enregistré comparativement au témoin traité par le médicament de

référence (paracétamol).
Deux types d’activité analgésique ont été testés :

Activité analgésique périphérique (test de torsion) consiste a vérifier I'action
inhibitrice des extrait Aq et BUuOH par l'injection intrapéritoniale de I'acide acétique
sur les rats aprés 30 min du traitement avec les différentes doses (100, 200,
300mg/Kg p.c), des deux extraits Agq et BUOH, le nombre de torsion a été calculé
pendant 20 min. Le traitement avec 'E-BUOH, provoque une diminution importante
des torsions abdominale. Cette analgésie périphérique est supérieure a celle du
paracétamol, surtout pour la dose 300 mg/Kg de poids corporel. L’activité antalgique
pourrait aussi étre due en partie, a la présence de flavonoides, dans I'extrait de la

partie aérienne, de la petite centaurée.

Activité analgésique centrale (test de plaque chauffante) en utilisant un
stimulus thermique et on calcule le temps ou le rat soute ou leche ces pieds aprés
30, 60, 90 et 120 min du traitement. . L’E-Aqg a la dose 300 mg/Kg de poids corporel
ainsi que 'E-BUOH a la méme dose, ont augmenté significativement le temps de
latence sur la plaque chauffante ; révélant une activité analgésique centrale. Cette

activité est légerement supérieure a celle obtenue avec le médicament de référence.
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CONCLUSION

La phytothérapie peut étre considérée comme medecine alternative, ou au
moins comme complément a la pharmacie classique. La nécessité de trouver de

nouveaux traitements demeure une priorité pour la santé publique.

Actuellement, I'Algérie est un pays riche en termes de biodiversité. L’'usage
des pharmacopées traditionnelles reste toujours une pratique utilisée par une partie
de la population. Ces usages représentent des remedes pour soigner plusieurs
pathologies. Les plantes locales sont a I'origine de nouvelles molécules, qui servent

pour plusieurs traitements.

L’objectif de notre étude porte sur la valorisation d’'une plante médicinale
issue de la biodiversité végétale de la région du Hodna. Le choix de la plante s’est
fait grace a la consultation d'une banque de données issues d’enquétes
ethnobotanique menées dans la Wilaya de M'Sila de 2008 a 2012. L’évaluation

pharmacologique s’est faite selon le résultat des enquétes ethnobotanique.

Dans le but d'une confirmation botanique, La plante étudiée Erythraea

centurium (L.) Pers a subi une identification morphologique et anatomique.

La petite centaurée a €té soumise a une extraction par solvants et un

fractionnement par le n-butanol pour la condensation de la fraction flavonoidique.

L’analyse phytochimique qualitative s’est faite par les tests préliminaires et la
chromatographie sur couche mince (CCM) des extraits. Les résultats obtenus ont
confirmés la présence de plusieurs molécules ayant un role cruciale dans I'activité

biologique tels que : les polyphénols, les flavonoides et les tanins.

L’évaluation quantitative du contenu en polyphénols totaux et des flavonoides
dans les extraits de la plante par la méthode Folin Ciocalteu respectivement indique

la présence de teneurs variables en ces composés.
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Les résultats sur 'ensemble des tests toxicopharmacologiques des extraits

montrent que :

Les données expérimentales de la toxicité chez les rats Albinos Wistar
suggerent de classer Erythraea centaurium (L.) Pers dans la catégorie des plantes
légerement toxique par voie orale. L'extrait aqueux de la petite centaurée n’a
entrainé aucune modification dans le comportement des animaux traités. Certains
parametres biochimiques liés a la fonction hépatique ont été perturbé. L’observation
histologique s’est caractérisée par de légéres altérations structurales du foie, des

reins et du coeur.

L’estimation de [lactivité¢ antioxydante des différents extraits d’Erythraea
centaurium (L.) Pers a été évaluée par I'étude de leurs pouvoir & piéger 50% du
radical DPPH (ICsp). Les résultats indiquent que I'extrait éthanolique de la plante
présente la plus grande activité antioxydante, ce qui suggere que cette activité est en

relation avec la quantité de polyphénols présent dans I'extrait.

L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits d’Erythraea centaurium (L.)
Pers par la méthode de diffusion en milieu solide a révélé que les extraits sont non
actif sur les champignons. Les extraits éthanolique et n-butnolique possédent un

pouvoir antibactérien dose dépendant sur les souches testées.

Nos résultats indiquent que les extraits de la plante possédent une faible

activité antipyrétique en utilisant la levure de biére comme pyrogene exogéne.

Cette étude a permet de démontrer une activité analgésique trés significative
de la fraction n-butanolique de la petite centaurée par rapport a I'extrait aqueux en

utilisant les modeles des douleurs induites par des stimuli chimique et thermique.

L’ensemble des résultats obtenus in vitro et in vivo nous ont permet d’avoir
une idée sur la toxicité et les activités biologiques d’Erythraea centaurium (L.) Pers,

mais d’autres études sont souhaitables.
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En perspectives,

Nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus larges, plus

approfondies et plus accomplies incluant :

e Une identification phytochimique complete des extraits de la plante testée par
LC-MS pour identifier les molécules actives.

e Une étude toxicologique compléte (toxicité aigue et chronique) sur Erythraea
centaurium (L.) Pers, afin de déterminer les effets a long terme.

e Une étude relation structure-activité permettra de corréler les résultats des
tests biologiques avec des structures bien précises responsables de l'activité

testés
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Annexe 01

Appareillage, verrerie et consommables

= Appareillage

- Autoclave

- Ampoule a décanté

- Balance de précision

- Balance de paillasse

- Bec bunsen

- Chambre noire d’'une CCM HPTLC (Camag)
- Chauffe ballon 1L, 2L

- Cryostat

- Cuve CCM

- Etuve isotherme

- Hotte a flux laminaire avec lampe UV

- Hydrodistillateur type Clevenger

- Incubateur bactériologique (25°C, 35°C, 42°C)
- Lampe UV

- Loupe binoculaire

- Micropipettes 10ul, 200ul, 1000ul

- Microscope associé a une caméra (Motic Digital Microscope)
- Microtome

- Pied a coulisse

- Plaque chauffante

- Rotavapor (Buchi461)

- Soxhlet

- Spectrophotométre UV-1601

- Spectophotométre COBA INTEGRA400 Plus

- Vortex



Verrerie et consommable

Ballon a fond rend 2L, 1L
Béchers : 100 ml, 250 ml, 500 ml
Boites de pétri stériles de 90 mm de diametre
Cartouche en cellulose

Disques d’antibiotiques
Ecouvillons Stériles

Eprouvettes

Erlenmeyer 100 ml, 250 ml
Fioles

Flacons avec bouchon

Papier filtre (Wattman N°3)
Plaque de silice 60F 254 Merck
Pinces

Pipettes Pasteurs

Seringues

Spatule inox

Tubes en verre 5ml, 25ml

Tubes éparinés

Verres de montre



Annexe 02

Fiche questionnaire

SECTION A

QUESTIONNAIRE CARDN®.....

Educational level

Date Area Gender | Age
M [F literate Primary Secondary | Academic
SECTION B
Botanical classification . ‘
. Common/trivial name
Plant name (family)

Utilization | 7 smseeessssssss s i
(Typeof digeggg) | +ereeees wovesomsemsssmssnss s snussesss s st anssams s st s
NB: Norecipes | rrereesneess somsssssmmsemesuns st ansn s s ns st st st
Mode | Infusion | Decoction | Fumigation | Maceration | Powder Cream Bath Tablet
ofwse | . o

Root Leaf Fruit Flower Seed Flowered Aeria Whole
used tops parts plant
part(s)
why?
price’ | o | | e e e
100g




Annexe 03

Composition alimentaire des croquettes

Composants %

Mais 52,80
Son 10,80
Soja 32,10
Calcaire 01,50
Phosphate 00,80
Compléments vitaminiques 02,00

Annexe 04

Appareils d’extraction

Dispositif soxhlet Dispositif clevenger



Annexe 05

Tests préliminaires

1. Les Polyphénols

La mise en évidence des polyphénols a été faite grace a la réaction au
chlorhydrique. Quelques gouttes de solution alcoolique de chlorhydrique est ajoutée
a 2 ml de I'extrait aqueux de la petite centaurée. Le chlorhydrigue provoque en
présence des dérivés polyphénoliques I'apparition d’'une coloration rouge.

2. Les Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de [I'extrait
éthanolique de la petite centaurée avec 1 ml d’HCI concentré et 0,5 g de copeaux de
magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose

orangé se développe aprés 3 minutes

3. Les Alcaloides

Nous avons procédé a une maceération sous agitation pendant 24 h de 10 g de
la poudre végétale de la petite centaurée dans 50 ml de H2S0O4 dilué au 1/10. Apres
filtration sur un papier filtre, 1 ml du macéré est introduit dans deux tubes a essai
puis 5 gouttes de réactif de Mayer ont été ajouté dans le premier tube et 5 gouttes de
réactif de Wagner ont été ajouté dans le deuxiéme. La présence d’une turbidité ou

d’un précipité, aprés 15 minutes indique la présence d’alcaloides.
4. Les Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de I'extrait
éthanolique de la petite centaurée, 2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCI3
diluée. Un test révélé par I'apparition d’'une coloration bleu- noire (tanins galliques),

bleu-verte (tanins cathéchiques).



5. Les Saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de
I'extrait Aqueux de la petite centaurée, puis la solution est fortement agitée. Ensuite,
le mélange est laissé pendant 20 minutes et la teneur en saponosides est évaluée :

e Pas de mousse = test négatif

e Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
e Mousse de 1-2 cm = test positif

e Mousse plus de 2 cm = test tres positif

6. Les Coumarines

1 g d’échantillon de la poudre végétal est placé dans un tube a essai en
présence de quelque gouttes d’eau distillée. Le tube est recouvert avec un papier
imbibé d’'une solution de NaOH et porté dans un bain marie pendant quelques
minutes. Puis on ajoute 0,5 ml de NH4OH dilué (10%) et on va mettre deux taches
sur un papier filtre qui sont examinées sous la lumiere ultraviolette. La fluorescence

des taches confirme la présence des coumarines.

7. Les Stérols et Triterpénes

Elle se fait sur une macération de 24 h a 5 % dans I'éther. L’extrait éthérique
est ensuite évaporé a sec et repris avec de I'anhydride acétique puis du chloroforme.
Déposer au font du tube contenant I'extrait de I'acide sulfurique. En cas de réaction
positive il se forme un anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux

liquides, la couche surnageante était verte ou violette.



Dosage de l'urée

Echantillon: Sérum
Les réactifs utilisés:

Annexe 06

Dosage biochimique

Réactifs Composition Concentration

R1 TRIS pH 7.8 80 m mol/L

Tampon a-cétoglutrarte 6 m mol/L

Etalon Uréase 750 U/L
Glutamate déshydrogénase 6000 U/L
GLDH 0.32 m mol/L
NADH

Réactif optionnel Urée 50 mg/ dI

Préparation des réactifs de travail (RT):

- Dissoudre le contenu du réactif R2 dans la fiole du réactif R1.

- Mélanger bien jusqu' a la dissolution complete. Ce réactif est stable

pendant 6 semaines a 2-8° C ou une semaine a 15-25°C.

Mode Opératoire:

Blanc Etalon Echantillon
RT(ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (M) - 10 -
Echantillon (M) - - 10

- Agiter bien les tubes et lire I'absorbance aprées 30 secondes (Al) et apres
90s (A2) a la longueur d'onde 340 nm.



Calcul:

(A) échantillon
[Urée plasmatique] (mg/dl) = x 50 (concentration de I'étalon)
(A) étalon

Dosage de la créatinine

Echantillon: Sérum

Les réactifs utilisés:

Réactifs Composition Concentration
R1 Acide picrique 17.5 m mol/L
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 m mol/L
Etalon Créatinine 02 mg/ dl

Préparation du réactif de travail (RT):
- Mélanger des volumes égaux des réactifs R1 et R2. Ce réactif de travail
est stable 10 jours a 15-25° C.

Mode Opératoire:

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (M) - 100 -
Echantillon (") - - 100

- Mélanger bien puis lire I'absorbance aprés 30 sec (Al) et apres 90
sec (A2) a la longueur d'onde 492 nm.

Calcul:

(AA) échantillon — AA blanc

[Créatinine] (mg/dl) = x 2 (concentration de I'étalon)

(AA) étalon — AA blanc



Dosage des transaminases TGO/TGP

Echantillon: Sérum

Les réactifs utilisés:

Réactifs Composition Concentration

R1a D-L Aspartate 100 m mol/L

Substrat du TGO a- cétoglutarate pH 7.4 2 m mol/L

R1b D-L Alanine 200 m mol/L

Substrat du TGP a- cétoglutarate pH 7.4 2 m mol/L

R2 (Révélateur) 2.4-Dinitrophénylhydrazine 1 m mol/L
(DNPH)

Etalon TGO/ TGP Etalon du pyruvate 1.2 m mol/L

Réactif optionnel Hydroxyde du sodium (NaOH) 0.4N

Mode Opératoire:

TGO TGP

R1 a (ml) 0.5 -

R1 b (ml) - 0.5

- Mélanger et incuber les tubes pendant 05 min a 37°C puis ajouter.

Echantillon (pl) 100 100

- Mélanger les tubes et les revenez au bain maire pendant 30min puis ajouter:

R2 (ml) 0.5 0.5

-Agiter et laisser a la température ambiante maire pendante 20 min.

NaOH (ml) 5 5

- Mélanger bien et laisser les tubes a la température ambiante pendant 5 min.

- Enfin, lire I'absorbance initiale (A) contre I'eau distillé a 505 nm.



Annexe 07
Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Systemes | Taches UV a 366nm Rf
e bande bleues pale 0,25
e bande bleu pale 0,31
e Tache bleu blanc fluorescent 0,51
CM 6 taches (aveC Q)
(EB, ET) | Jaune (avec Q) 0,66
e orange
e rose (ET) (avec AG) 8;7
3 taches [ bleues claires (avec AG) 0,44
DM EBet [ bleu pale (Q) 0,70
en e bleu blanc fluorescent (avec Q) 0,82
e bleu blanc fluorescent 0,33
5 taches |o verte
AAE
(EB, ET) e jaune (avec Q) 0,47
e orange (avec AG et Q) 0,6
0,75
o Verte -0,58
3 taches [* Jaune (avec Q) 0,66
AME (EB, ET) [* bleu Claire (AG et Q) 0,8
e Bleu claire 0,37
4 taches |o Bleu pale 0,5
AE (EB, ET) o Rouge (ET), 0,91
e rose claire (EB) 0,73
ET:
e claire 0,23
e Bleu (avec Q) 0,47
e Jaune 0,70
7 taches | Claire 0,68
(ET) e Rose 8,;5
e Claire '
DA . Rouge 0,87
EB : 023
e claire '
3 taches e Bleu pale (avec Q) 0,47
(EB) _ 0,81
e Rose claire
AFE Une Bleu claire 0,48
tache
AB Une Vert vif 0,23
tache




Annexe 08

Dosage des phénols totaux

(EAal 7 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mg\ml

DO, 0,159 0,287 0,433 0547 0,653 0,790 0,900 1,025 1,134 1,283

DO, 0,158 0,296 0,427 0561 0,664 0,792 0,907 1,027 1,124 1,247

DO, 0,158 0,299 0,424 0556 0,660 0,780 0,915 1,030 1,151 1,260

Moy 0,158 0,294 0,428 0,554 0,659 0,787 0907 1,027 1,136 1,263
[EB0OH] 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mg\m
DO, 0206 0371 0,534 0,685 0,847 0959 1,115 1,216 1,361 1,470
DO, 0207 0388 0534 0,673 0,820 0941 1,118 1,274 1,385 1,463
DO, 0218 0376 0,523 0,678 0,000 0973 1,101 1,243 / /
Moy 0210 0378 0,530 0,678 0,833 0957 1,111 1,244 1,373 1,466

Dosage des Flavonoides

[E-Adl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mg\ml

DO, 0,274 0,427 0,598 0,715 0,855 1,073 1,130 1,266 1,384 1,481

DO, 0,264 0,436 0,550 0,725 0,839 1,004 1,129 1,266 1,374 1,481

DO; 0,294 0,442 0,566 0,749 0,864 1,003 1,129 1,259 1,374 1,493

Moy 0,277 0435 0571 0,729 0,852 1,026 1,129 1,263 1,377 1,485
[EBuOH 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mg\ml
DO, 0,117 0,363 0,557 0,740 0,950 1,120 1,279 1,490 1,679 1,837
DO, 0,182 0,381 0,584 0,782 0,967 1,136 1,334 1,510 \ \
MOY 0,149 0,372 0,570 0,761 0,958 1,128 1,306 1,5 1,679 1,837




Activité antioxydante

Annexe 09

LEQ,?JOH] 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
DO, 0,758 0,693 0644 0561 0,536 0,463 0,445 0,356 0,308 0,299
DO, 0,775 0,713 0651 0,587 0,535 0,504 0,443 0,351 0,312 0,342
DOs 0,780 0,714 0656 0583 0,526 0,489 0,440 0,367 0,325 0,286
Moy 0,771 0,706 0650 0577 0,532 0,485 0,442 0,358 0,315 0,309
% 574 13,69 2053 29,46 34,96 40,70 4596 56,23 61,49 62,22
[E-/\\qll 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
mg\u
DO, 0584 0404 0,302 0,238 0,166 0,087 0,068 0,064 0,060 0,063
DO, 0588 0434 0,320 0,217 0,57 0,071 0,070 0,065 0,063 0,060
DO, 0,587 0,400 0,309 0,236 0,153 0,089 0,076 0,066 0,062 0,062
Moy 0586 0412 0,310 0,230 0,158 0,082 0,071 0,065 0,061 0,061
% 23,42 46,07 5942 69,89 79,31 89,26 90,70 91,49 9201 92,01
Annexe 10
Test des antibiotiques sur les souches bactériennes
Souches Antibiotiques
L TMP SR OFX IN OX AUG
Staphylococcus | _ _ _ _ 30 _ _
aureus DA DO CRY P FT K AUG
E. coli T™P TCC PRL FT CT C AX
27 _ 13 15 8 2,4
CAZ IPM AUG AMC NET IN cS
B 4 1 B 7 2 1
Bacillus IN OFX SR TMP L OoX CAZ
subtillus 18 30 30 26 22 _ _
FT K DO DA ERY P FT
15 10 26 22 30 _ 16
Pseudomonas C CT AX TCC PRL TMP /
aerogerosa _ _ _ _ _ _ /
IPM K cs AUG AM NET /
28 B _ _ _ _ /
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