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Résumeé



Introduction : Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des composés
bioactifs. Crassula ovata est utilisée dans la médecine traditionnelle Algérienne pour le
traitement des aphtes et ulcérations buccales. Objectif : L’objectif de cette étude est la
valorisation de la plante C. ovata, d’évaluer les activités biologiques de I’extrait
méthanolique des feuilles et la formulation d’un gel buccal a base de cette plante.
Méthodes : L’étude de C. ovata a porté sur un screening phytochimique. Un dosage de la
teneur en composés phénoliques totaux, et I’évaluation de I’activité antioxydante, anti-
microbienne, anti-acide, anti-reflux et anti-inflammatoire. Ensuite, 1’élaboration d’une
formulation de gel buccal. Résultats: Le test de screening phyto-chimique I’extrait
méthanolique des feuilles a mis en évidence la présence des polyphénols, alcaloides,
flavonoides, tanins, saponines, terpénoides et quinones libres. Les résultats obtenus ont
montré que les extraits possédent une activité antioxydante (IC50= 0,4 mg/ml), et anti-
reflux. Concernant l'activité anti-inflammatoire, I’extrait méthanolique a montré un
pourcentage d'inhibition de la BSA, soit 50% et de 1’albumine d’ceuf, soit 35 % a la
concentration de 125 pg/ml. Ainsi, ces résultats indiquent que I’extrait présente
une activité anti-dénaturation significativement bonne en comparaison avec le Diclofénac.
Conclusion : Cette étude a prouvé qu'il existe des composeés actifs dans la plante Crassula
ovata, et que cette plante possede une activité antioxydante, et une propriété

anti-dénaturation.

Mots clés : Crassula ovata, Screening Phytochimique, Dosage Polyphénols, Anti-

inflammatoire.

ABSTRACT



Introduction : Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive compounds.
Crassula ovata is used in traditional Algerian medicine for the treatment of mouth ulcers.
Objective: The objective of this study is the valuation of the plant C. ovata, to evaluate the
biological activities of the methanol extract of the leaves and the formulation of an oral gel
based on this plant. Methods: The study of C. ovata involves phytochemical screening.
A determination of the total phenolic compound content and the evaluation of antioxidant,
anti-microbial, anti-acid, anti-reflux and anti-inflammatory activities. After that,the stage
of the development of an oral gel formulation. Results: the phytochemical screening test of
the methanol extract of the leaves showed the presence of polyphenols, alkaloids,
flavonoids, tannins, saponins, terpenoids, and free quinones. The results obtained showed
that the extracts have an anti-oxidant activity (IC50= 0.4 mg/ml), and anti-reflux effect.
For the anti-inflammatory activity, the methanol extract showed a 50% inhibition
percentage of BSA and egg albumin, or 35% at 125 pg/ml. These results indicate that the
extract has a anti-denaturation activity in comparison with Diclofenac. Conclusion: This
study proved that there are active compounds in the plant Crassula ovata, and this plant has

an antioxidant activity and an anti-denaturation properties.

Keywords : Crassula ovata, Phytochemical Polyphenols Dosage, Anti-inflammatory.
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d'années, I'hnomme utilisait les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter, et soigner des maladies [1]. Il a développé des vertus médicinales extraordinaires
qui recelent les plantes, dont la connaissance et ’utilisation thérapeutique sont basées sur

I’analyse et I’observation connues sous le nom de la Phytothérapie [2].

A travers le monde, la médecine traditionnelle forme le mode principal de prestation de soin
de santé ou un complément a ce dernier. En effet, I'Organisation mondiale de la Santé
(OMS) estime qu’environ 80% de la population africaine dépend encore de la médecine
traditionnelle en réponse a leurs besoins de santé. Alors que, dans les pays industrialises,
c’est sous forme de thérapies complémentaires que les plantes sont utilisées. En Europe et
en Amérique du Nord, plus de 50% de la population ont eu recours au moins une fois a des

compléments alimentaires a base de plantes.

Et malgré les remarquables progrés en chimie organique de synthese du vingtieme siecle,
plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent directement ou

indirectement leurs origines des plantes [3].

Ces plantes ont I’aptitude de synthétiser de nombreux composés appelés métabolites
secondaires, et constituent donc un immense réservoir de composés d’une grande diversité
chimique, possédant un large éventail d’activités biologiques. C’est le cas par exemple des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme antimicrobiens,
et antioxydants. C’est pour cela que ces produits naturels sont trés demandés dans le
monde. D’autre part, 1’industriec pharmaceutique s’appuie amplement sur les métabolites

secondaires végétaux pour 1’élaboration de nouveaux médicaments [4].

Parmi les plantes médicinales traditionnelles, la plante crassula ovata de la famille
Crassulacée est employée dans la médecine traditionnelle Algérienne pour le traitement

des aphtes et 1’ulcération buccale.

L'aphte est une maladie bucco-dentaire caractérisée par un ou plusieurs ulcéres récurrents
sur la muqueuse buccale. L'étiologie de la maladie est inconnue et elle est principalement
traitée de maniere symptomatique et le but du traitement est de diminuer la période des

ulceres [5].



Les médicaments les plus fréquemment utilisés pour le traitement des aphtes sont les
stéroides topiques qui peuvent provoquer plusieurs effets secondaires en cas d'application
continue. Les médicaments a base de plantes ont été largement utilisés pour différentes

maladies bucco-dentaires [5].

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés dans le présent travail a I’étude du profil
phytochimique de C. ovata, ainsi que les activités biologiques des extraits de cette plante,

et I’¢laboration d’un gel buccal a base de cette plante
Notre travail sera présenté comme suit:

> Une premiére partie qui est une synthése bibliographique. Le premier chapitre est
consacré a la phytothérapie et la classification des métabolismes secondaires. Nous
avons ensuite abordé un deuxiéme chapitre sur la monographie de la plante
Crassula ovata. Enfin dans le troisiéme chapitre, nous avons abordé généralités
sur les aphtes et la forme pharmaceutique gel.

» La deuxieme partie qui est la partie expérimentale. Le premier et le deuxieme
chapitre decrivent le matériel et les méthodes utilisées lors du travail experimental.
Le troisieme chapitre de cette partie expose 1’ensemble des résultats obtenus et

la discussion.
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CHAPTRE | : LAPHYTOTHERAPIE

1. La Médecine Traditionnelle (MT) :

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé la MT est « I’ensemble de toutes les
connaissances et de toutes les pratiques, explicables ou non, transmises de génération
en génération, oralement ou par écrit, utilisées dans une société humaine pour
diagnostiquer, prévenir ou éliminer un déséquilibre du bien-étre physique, mental, social,
moral et spirituel». Méme si la médecine traditionnelle ne peut pas se réduire a la seule
phytothérapie, la grande majorité des recettes traditionnelles et des traitements traditionnels

sont a base de plantes médicinales [1].

2. La Phytothérapie :

Etymologiquement, le terme « phytothérapie » se décompose en deux termes distincts qui
sont « phuton » et « therapeia » et qui signifient respectivement « plante » et « traitement »
de par leur racine grecque. La phytothérapie est donc une thérapeutique destinée a traiter
certains troubles fonctionnels et certains états pathologiques au moyen de plantes, de
parties de plantes et de préparations a base de plantes. C’est une thérapeutique inspirée de
la médecine traditionnelle basée sur un savoir empirique enrichi au fil des générations.
C’est ce qu’on appelle la « phytothérapie traditionnelle », qui est toujours grandement

utilisée dans certains pays qui perpétuent les usages de leurs ancétres [6].

Ce savoir empirique s’est ensuite transformé en analyse botanique pour déterminer
par quel mécanisme d’action les plantes pouvaient agir, et quelles étaient les molécules ou
les constituants responsables de cet effet thérapeutique. Les principes actifs des plantes
n’ont commenceé a étre isolés qu’a partir du XXeéme siecle, et une fois ces extraits actifs
isolés et standardisés, ont pu émerger les phyto-médicaments, produits soumis a une
Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), et a des réglementations sur les matieres
premiéres a usage pharmaceutique (MPUP) pour les préparations magistrales a base de
plantes médicinales délivrées exclusivement en officine. C’est donc la pharmacognosie,
c¢’est-a-dire I’étude botanique de la plante et de ses principes actifs, qui a permis de faire
passer la phytothérapie d’une thérapie basée sur des connaissances empiriques a une

thérapie a part entiere, basée sur des données scientifiques vérifiées et contrblées [7].
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Alors qu’au départ les plantes étaient transformées grace a des techniques plutdt
rudimentaires (broyées, macérées ou infusées en entier), mais qui permettaient déja
d’extraire une bonne partie des substances actives, aujourd’hui la phytothérapie se décline

sous plusieurs formes en fonction de la méthode d’extraction de la drogue végétale :

— Les tisanes.
— Les formes seches : gélules, et comprimés a avaler.
— Les formes liquides : macérations, teintures, et extraits fluides.

— Les formes semi-solides : pommades, cremes, gel, et onguents [7].

3. Drogue végétale :

La drogue végétale correspond a la partie de la plante possédant les propriétés
thérapeutiques. C’est elle qui posséde la plus grande concentration en principe(s) actif(s)
auquel(s) on attribue les vertus médicinales. Ces drogues végetales peuvent étre des
bourgeons, sommités floraux, racines, tige, graine, feuille, fruit, exsudats mais peuvent

aussi étre la plante entiére dans certains cas [8].

4. Les métabolites secondaires :

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre considérées comme

des substances indirectement essentielles a la vie des plantes [9].

5. Classification des métabolites secondaires :

On distingue classiquement trois grandes catégories des métabolites secondaires Chez les

végétaux [10] :

1) Les alcaloides.
2) Les composés phénoliques.
3) Les composes terpéniques.

5.1. Les alcaloides :

Un alcaloide est une substance organique azotée relativement stable d’origine végétale
[11]. Ils précipitent géneralement avec des réactifs monométalliques (réactif de

Dragendorff) et sont tres souvent biologiquement actifs [10].

La plupart des alcaloides naturels sont d’origine végétale (il existe des exceptions dans le

monde animal), Cette famille de métabolites secondaires a été particulierement étudiée
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du fait des enjeux économiques qui y sont associés. Leurs actions biologiques les place
¢galement au coeur de phénomeénes d’interactions de défense face aux pressions biotiques

(herbivores, microorganismes) [10].

On estime que les plantes produisent environ 12 000 alcaloides différents [12], qui peuvent

étre organisés en groupes.

5.1.1. Classification des alcaloides :

On distingue généralement 3 types :

a) Les proto-alcaloides : I’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique. Ils
sont ¢laborés a partir d’acides aminés. Exemple : Colchicine.

b) Les pseudo-alcaloides : lls représentent le plus souvent toutes les caractéristiques
des alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés. Exemple :
Caféine.

c) Les alcaloides vrais : Ils comportent un atome d'azote dans un systéme
hétérocyclique et sont biosynthétiquement formés a partir d'un acide aminé.
Ils possedent une activité pharmacologique marquée [13].

5.2. Les composés phénoligues :

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble
de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent
toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a

6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) [14].

Les polyphénols sont les antioxydants les plus présents dans la nature et aussi dans nos
assiettes. Ils permettent aux plantes de se défendre contre les phénomenes d’oxydation,

certaines agressions extérieures et contre le pourrissement [15].

5.2.1 Classification des composés phénoliques :

Les composés phénoliques (ou polyphénols) représentent un groupe de meétabolites
secondaires complexe comportant plusieurs familles : Dérivés des acides benzoique et
cinnamique, flavonols, flavones, isoflavanones, flavanes, flavanones, chalcones, aurones et
stilbene. Certains sont des précurseurs de polymeéres pariétaux, comme la lignine et la
subérine. D’autres sont des polyméres intracellulaires tels que les tanins condensés et les

tanins hydrolysables [16].
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a) Les Flavonoides :

Les flavonoides sont des dérives phénylpropanoides solubles dans 1’cau, souvent incolores
ou jaunes (sauf exceptions dont les anthocyanes). La structure de base comporte deux

cycles aromatiques a 6 carbones joints par un hétérocycle a oxygene [10].

Les flavonoides sont désormais considérés comme un ingrédient indispensable dans une
variété d'applications nutritionnelles, pharmaceutiques, médicales et cosmétiques. Ceci est
attribué a ses propriétés antioxydants, anti-inflammatoires, antiallergiques, antiulcérogénes,
antibactériennes, antivirales, antimutagénes et anti-cancérigenes ainsi qu'a sa capacité
a moduler la fonction enzymatique cellulaire clé. Ils ont également des actions positives

sur le diabete et les maladies d’Alzheimer [17].

i) Classification des flavonoides :

Les flavonoides peuvent étre classés selon la nature des différents substituants présents sur

les cycles de la molécule et du degré de saturation du squelette benzo-a-pyrone [18].
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Figure 1.1 : Les principales classes de flavonoides.
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b) Les tanins :

Les tanins sont des substances d’origine végétale non azotées a structure amorphe, mais
comportent toujours une partie polyphénolique. Ils ont la capacité de former des complexes
avec des macromolécules (comme les protéines) et des liaisons entre les fibres de

collagéne ; d'ou viennent la plupart de leurs propriétés [19].

Elles possedent des propriétés antiseptiques mais également antibiotiques, astringentes,
anti- inflammatoires, anti-diarrhéiques, hémostatiques, vaso-constrictrices et aussi anti-

oxydantes [20].

5.3 Les terpénoides (isoprénoides) :

Les terpénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones
de type isopréne. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides ; I’unité
monoterpéne correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux unités
isoprénes. De facon analogue a la famille des composés phénoliques, les isoprénoides
regroupent a la fois des molécules de faibles poids moléculaires, volatiles et composants

principaux d’huiles essentielles et des molécules hautement polymérisées [10].

Les terpénoides sont responsable de l'odeur typique de nombreuses plantes et ils
interviennent dans la stabilisation des membranes cellulaires, régulateurs de la perméabilité
et des réactions enzymatiques. Aussi, ils ont démontré leur efficacité dans
la chimioprévention et la chimiothérapie du cancer et expriment des activités
antimicrobiennes, antifongiques, antivirales, antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et

antiparasitaires [10].
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CHAPITRE Il : MONOGRAPHIE DE CRASSULA OVATA

1. Généralités sur la famille Crassulacée :

Les Crassulacées sont une famille de plantes a fleurs dicotylédones, composée de 34 ou 35
genres avec environ 1400 espéces, généralement herbacées, parfois sous-arbustes ou
arbustes, distribués dans le monde entier, se produisant principalement dans I'hémisphere
nord et en Afrique australe. Les tiges sont pour la plupart succulentes. Les feuilles sont

géneralement simples, alternes, opposées ou verticillées [21].

Les études pharmacologiques ont montré de nombreuses activités biologiques comme :
antioxydant, anti-hyperglycémiant, antimicrobien, cytotoxique/anticancéreux, anti-
inflammatoire et anti-nociceptif, hépato protecteur, analgésique, antiarthritique,

antipaludéen, insecticide et anti-hypertensive [22].

2. Legenre Crassula :

Le genre Crassula est l'un des genres succulents les plus diversifiés, variant
morphologiquement. Il existe plus de 300 espéces dans le genre, dont environ 150 se

trouvent en Afrique australe. Les classifications précédentes incluaient la famille des


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-activity
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Crassulaceae dans les Rosales, mais maintenant cette famille est incluse dans I'ordre des

Saxifragales.

Crassula est I’un des plus grands genres de famille Crassulaceae qui comprend environ 150

especes [23].

3. Arbre taxonomigue de la plante C. ovata :

D’apres, [23] la plante C. Ovata est classee comme suite :

+ Royaume : Plantes.

¢+ Classe : Dicotylédones.

% Famille : Crassulacées.

s Genre : Crassule.

% Espéces : Crassule ovale.

+«+ Nom scientifique : Crassula ovata (Mill.) Druce.

4. Lanomenclature de C. ovata :

Le nom Crassula est diminutif du latin « crassus », qui signifie épais ou gras, en référence a la
nature charue du genre dans son ensemble, Le nom d’espéce Ovata signifie en forme d’ceuf, en

référence a la forme des feuilles [23].

4.1. D’autre Synonymes de ’espéce :

» Cotyledon ovata.

» Toelkenia ovata.

» Crassula argentea.

» Crassula portulacea.
» Crassula obliqua.

» Crassule articulée.

« Crassula nitida.

» Crassula lucens [23].

5. Description botanique de I’espéce Crassula ovata :

Dans son habitat d'origine, C. ovata est un grand arbuste a feuillage persistant compact,
tres ramifié, mesurant généralement 1 a 1,5 m de haut, parfois jusqu'a 5 m, avec des
feuilles brillantes, gris-vert foncé, ovales, succulentes et arrondies (Figure 2.1). Tétes de

fleurs roses en hiver-printemps [23].



Figure 2.1 : Photos de I’espéce C. ovata.

Les tiges sont épaisses, ramifiées, charnu et juteux, jusqu’a 30-45 cm de haut [24].
L'écorce jeune est lisse et argentée; chez les plantes plus agées, I'écorce s'exfolie en bandes
horizontales brunatres. Les branches sont courtes, succulentes, de couleur gris-vert,

devenant brunes et ligneuses a mesure qu'elles mdrissent.

Les feuilles sont caulinaires, sessiles, longues de 30 a 90 mm, et larges de 18 a 40 mm,
obovale a elliptiques, a marge entiére, souvent bordées de rouge corné ; ils ont un sommet
arrondi avec une pointe pointue distincte. Elles sont généralement regroupées en 4 paires
ou plus, opposées, avec une paire disposée a angle droit par rapport a la suivante, et ils sont
regroupés vers les extrémités des branches. Les vieilles feuilles inférieures

sont naturellement caduques.

La plante est couverte de masses de fleurs en forme d'étoiles roses teintées de blanc
parfumées (Figure2.2) en grappes serrées, et arrondies pendant les mois d'hiver frais (juin-
ao(t), produites en réponse aux longues nuits [24].
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retorra Hatrarms Soactumim
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Figure2.2 : Photo représentative de la plante, et ses fleure C. ovata [25].

6. Distribution géographique :

C. ovata est originaire d'Afrique du Sud, ou il pousse dans la province du Cap, au
KwaZulu-Natal, et dans le Transvaal. Dans I'Eastern Cape, il est assez commun de
Willowmore a East London, et vers le nord jusqu'a Queenstown. On le trouve également au
Mozambique, et au Swaziland. C. ovata est cultivée comme plante ornementale d’intérieur

en Europe, en Amérique du Nord, en Asie de I’Est depuis plus de cent ans [23].

Figure 2.3 : Distribution géographique de la plante C. ovata [26].
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7. Utilisation de la plante C. ovata en médecine traditionnel :

Traditionnellement, de nombreuses communautés ont développé une habitude d'utiliser
I'extrait fluide des feuilles pour traiter les verrues. La feuille de Crassula ovata a été
coupée en deux et la face intérieure humide est appliquée sur la verrue pendant quelques
heures, ou pendant la nuit. La croissance disgracieuse tomberait avec seulement trois

applications [27].

En Afrique australe, les racines de C. ovata sont une source de nourriture traditionnelle des
Khoi et d'autres tribus; les racines sont rapées, cuites et mangees avec du lait épais. Les
feuilles sont également utilisées en médecine : bouillies dans du lait, elles sont un reméde
contre les diarrhées et aussi utilisées pour traiter I'épilepsie et I’enlévement des cors et

utilisé comme purgatif [23].

Dans les cultures asiatiques, en particulier en Chine, le thé de cette plante est utilisé pour

traiter les symptomes du diabete [28].

Au Kenya la plante C. ovata est principalement cultivée dans les fermes locales pour son
effet ornemental. Cependant certaines personnes gardent aussi cette plante pour ses valeurs
médicales. La communauté Kamba croit que le jus extrait de cette plante aide a guerir les
brOlures de la peau. D’autres communautés comme les Maasai l'utilisent comme un

soulagement pour les maux d'estomac [29].

De [I’utilisation traditionnelle de nombreuses communautés Nord-est de 1’Inde (en
particulier & Manipur), il est révélé que C. ovata est principalement utilisee dans le
traitement du diabete et pour guérir certaines infections. Ils buvaient ainsi le jus des feuilles
de la plante [30].

8. Etudes antérieures sur ’espéce C.ovata :

8.1. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique des feuilles de Crassula ovata a révélé la présence
de plusieurs composés bioactifs qui pourraient étre responsables des diverses propriétés
médicinales de cette plante. La présence de saponines, phytostérols, phénols, stéroides,
terpénoides, flavonoides, glucides et protéines ont été wvus dans les extraits
de la plante [30].

8.2. Isolement, et identification des principaux constituants isolés de C. ovata :
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4 composés isolés de Crassula ovata lors da premiére tentative enregistrée sont présentés

dans le tableau (tableau 2.1).

Tableau 2.1 : les composees isolées de la plante C. ovata.

Le composée Structure chimique Activité pharmacologique
: Notamment des effets antitumoraux
[31], anti-inflammatoires [32],
a-amyrine anxiolytiques, [33] et
[37] hépatoprotecteurs [34].
Anti-inflammatoires, antioxydantes,
anticancéreux, antimicrobiens et
Lupéol autres effets pharmacologiques [35].
[37]
Une action inflammatoire a été
B-sitostérol démontrée pour le B-sitostérol [36].
[37]
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O~_-OH
Acide Activité antibactérienne,Antioxydante.
gallique
[38] HO OH
OH

8.3. Etude de toxicité :

Les études de toxicité aigué ont été réalisées sur des souris avec poids uniformes. Les
animaux ont été soumis a des conditions de jelne la nuit avec seulement un acces a l'eau
potable. Différentes doses des extraits alcooliques ont été données et les animaux ont été
maintenues sous observation pendant 24h pour voir la mortalité. La période de suivi
s’étalait sur une période de 14 jours et donc aucune mortalité n'a été observée lors de la
prise de doses allant jusqua 2000 mg/Kg. Par conséquent, 200 mg/kg ont été choisie

comme dose maximale de sécurité [37].

CHAPITRE Il : LES APHTES ET LA FORME PHARMACEUTIQUE GEL

1. Définition et généralités sur les aphtes :

L'aphte est un aspect sémiologique particulier dulcération de la muqueuse ;
particulierement douloureuse, inflammatoire et récidivante. C'est la forme la plus fréquente
dulcération  buccale. Les aphtes sont provoqués par une vascularite
leucocytoclasique. Celle-ci induit une nécrose tissulaire a l'origine d'une ulcération
primaire, dont le diametre et la profondeur varient en fonction de la taille du vaisseau

atteint. L’aphtose est définie par des poussées récidivantes d’au moins 4 fois par an [38].

La prévalence de la maladie a été rapportée difféeremment dans les études ; par exemple,
dans certaines enquétes, sa prévalence dans la population générale serait comprise entre 5
et 50 % et dans des populations spécifiques telles que les étudiants et les militaires, elle
serait d'environ 50 a 60 % en raison de taches stressantes quotidiennes comme les

examens, etc. [39].
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Les aphtes se forment la plupart du temps au niveau de la muqueuse buccale et en
particulier sur la face interne des joues et des lévres, sur la langue, les gencives, le palais
ou la gorge (Figure 3.1). Les aphtes peuvent se retrouver dans toute la cavité buccale mais

le plus souvent dans la partie antérieure de la bouche [40].

Figure 3.1 : Photographie illustrant un aphte au niveau du bord antérieur de la langue [41].

2. Les types clinigues de la stomatite aphteuse récurrente :

La présentation la plus fréquente est la stomatite aphteuse récurrente mineure : petits
ulceres douloureux récurrents, ronds, clairement définis, qui guérissent en 10 a 14 jours

sans laisser des cicatrices.

Les lésions majeures de SAR sont plus grandes (supérieures a 5 mm), peuvent durer 6

semaines ou plus et sont souvent cicatricielles.

La troisieme variété de SAR est constituée d'ulceres herpétiformes, qui se présentent sous
la forme de multiples petits groupes de lésions ponctuelles qui peuvent fusionner pour

former de grands ulceres irréguliers et peuvent durer de 7 a 10 jours [42].
3. Les Causes :

Il n'y a pas d'étiologie définie connue pour l'aphtose, bien que certains facteurs soient

considérés comme importants tels que [43] :

« Des irritations ou petites blessures dans la cavité buccale.

» Lestress, et la fatigue.

+ Des virus (herpés, virus a l’origine dusyndrome mains-pieds-bouche chez
I’enfant ou entérovirus). Chez les petits enfants, de moins de 3 ans, les virus sont

souvent a 1’origine des aphtes.


https://creapharma.ch/herpes.htm
https://www.creapharma.ch/syndrome-mains-pieds-bouche.htm
https://www.creapharma.ch/syndrome-mains-pieds-bouche.htm
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» Les drogues et le tabac.

» Les carences nutritionnelles.
» Les changements hormonaux.
» Les facteurs génétiques.

« Laconsommation de certains aliments (noix, gruyére, fraises, tomates...).

L’aphtose est parfois associée a des affections gastro-intestinales (maladie cceliaque,
rectocolite hémorragique et maladie de Crohn), des déficiences nutritionnelles (fer,
folates...), des désordres immunitaires (infection par le virus de I’immunodéficience
acquise, neutropénies) et des syndromes rares. La maladie de Behget est une vasculite
inflammatoire, chronique, dont I’expression principale est une aphtose bipolaire
récidivante. Les ulcérations buccales, qui peuvent étre liées a des causes variées,

constituent les principaux diagnostics différentiels d’une aphtose [39].

On a récemment suggéré que les radicaux libres jouent un réle important dans I'étiologie de
I'aphtose. Une augmentation de la production de radicaux libres ou I'affaiblissement des
systemes de défense anti-oxydants provoquent une condition appelée le stress oxydatif qui
peut entrainer des lésions tissulaires. En raison du role établi du stress oxydatif dans
I'inflammation et du caractere inflammatoire de la stomatite aphteuse récurrente, ce stress
oxydatif semble étre I'un des facteurs a l'origine de cette affection. Selon cette découverte,

I'utilisation d'antioxydants pourrait étre efficace dans la guérison des aphtes [44].

4. Le traitement des aphtes :

Le traitement des aphtes est symptomatique [39] :

« Les traitements locaux anesthésiques.

« Les antalgiques.

« Les anti-inflammatoires non stéroidiens

« Corticoides locaux

 Sucralfate (utilisé pour traiter les ulceres d'estomac, le reflux gastro-cesophagien, la
rectite radique et I'inflammation de I'estomac et pour prévenir les ulcéeres de stress)
sont utilisés en premiére intention.

« Les pansements isolants: la simple application de bioadhésif protecteur

(carboxymeéthylcellulose, polymeres synthétiques, cyanoacrylate) pourrait aider a
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diminuer les douleurs. Cela pourrait étre une des explications de lI'efficacité
supplémentaire des dermocorticoides dans une pate adhésive.

5. Les formes pharmaceutiques pour le traitement des aphtes :

Les pommades, les cremes, les pates, les émulsions et les gels sont des formulations
topiques pour des maladies telles que les aphtes. L'observance et I'acceptation des patients
sont extrémement importantes pour les produits topiques oraux. Les pommades, les crémes
et certaines émulsions sont rarement utilisées pour le traitement topique oral, tandis que les
patients acceptent moins bien l'application de pommades dans la bouche. La base de
formulation doit avoir une mucoadhésion acceptable afin que le médicament reste plus
longtemps sur le lieu d'application. Les émulsions ont une faible mucoadhésion, et sont
rapidement éliminées par la salive. Les pates et les gels permettent une adhérence plus

longue et permettent a la fois la protection de la lésion et la libération du médicament [44].

6. Lesqgels:
6.1.Définition :

C’est une préparation semi-solide pour application cutanée, destinée a étre
appliquée sur la peau ou sur certaines muqueuses afin d’exercer une action locale
ou transdermique .Elles présentent un aspect homogene. Elles sont constituées d’un
excipient simple ou composé, dans lequel sont habituellement dissous ou dispersés

un ou plusieurs principes actifs [45].

6.2.Types de gels :

a) Gels Lipophiles: c’est des oléo gels dont I’excipient (substance qui donne
une consistance donnée physique ou gustative) est la paraffine ou I’huile
grasse gélifiées par de la silice colloidale.

b) Gels Hydrophiles : ¢’est un hydrogel dont I’excipient est 1’eau, glycérol,

gélifiés par I’amidon, dérivés de cellulose ou des carbomeéres [45].

6.3. Constituants du gel hydrophile :

a) Le polymere: Il se présente sous forme de poudre. Dispersés dans 1’eau, les
polyméres se déploient graduellement jusqu’a atteindre mille fois leur volume
apres neutralisation. Ce gonflement des structures polymériques donne
naissance a des micros-gels ; c’est le contact entre les micro-gels qui est

responsable des propriétés geélifiantes.
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Le carbopol se présente comme une poudre blanchatre farineuse trés Iégere. Il est

soluble dans I’eau et I’alcool et gonfle fortement en contact d’une base.

Agent neutralisant : Le triéthanolamine qui est un composé chimique

organique. Il agit comme une faible base pour neutraliser le pH de la
préparation galénique, en méme temps  C’est un agent de viscosité.
Le nom commercial est la trolamine. Son apparence est liquide incolore, trés
visqueux, miscible dans 1’eau mais il est inflammable et c¢’est ce qui nécessite

une tres grande sécurité au cours de sa manipulation.

Le conservateur : Les conservateurs sont des substances d'origine naturelle ou

synthétiqgue dont le rdle principal est de prévenir le développement des

microbes (bactéries et champignons).

La glycérine (glycérol) : La glycérine est un liquide visqueux transparent et

inodore, miscible dans I’cau et 1’alcool, et méme si elle n’est pas miscible dans

I’huile, elle peut étre intégrée a des produits gras solides comme les baumes.
La glycérine est également émolliente, et on I’utilise méme dans le domaine

médical pour accélérer la cicatrisation grace a son action sur la synthese de
collagene. Sa texture sirupeuse lui permet d’étre utilisée en tant que stabilisant
et épaississant.

Le véhicule : L’eau est un élément essenticl a la formation du gel pour

favoriser la dispersion du carbopol.



PARTIE
EXPERIMENTALE
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CHAPITRE | : MATRERIEL ET METHODES

1. Objectif :

L’objectif de notre étude est la valorisation de crassula ovata, a savoir le screening phyto-
chimique, le dosage des polyphénols, de tanins condensés, et le dosage des flavonoides,
ainsi que 1’évaluation in vitro de leurs activités biologiques. De plus, nous allons faire la

formulation d’un gel buccal a base d’extrait de cette plante.

2. Le milieu de travail :

Ce travail a était réalisé en quatre mois au sein de différents laboratoires :

v Laboratoire de Recherche Génie Chimique du Département des Génies des
Procédes & I’université Saad Dahleb-Blidal.

v Laboratoire de Controles Microbiologiques de Saidal a EI Harrach
pour la réalisation de 1’activité anti-microbienne.
3. Matériel :

3.1. Les instruments :

Le tableau (1.1) représente les instruments et les appareils utilisés au cours de ce travail.

Tableau 1.1: Les instruments et les appareils utilisés.

Instrument Marque
Balance OHAUS ADVENTURER
Bain a ultrason X-tra 30H Elmasonic
Evaporateur Rotatif (Rota-vap) Heidilph Laborota 4001
PH métre HANNA Instruments HI2211
Infrarouge SHIMADZU FTIR-8900
Spectrophotometre UV/Visible SHIMADZU UV-1800
Homogénéisateur IKA ULTRATURRAX T25
Centrifugeuse Hettich EBA 20

3.2.Les produits chimiques :
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= Les solvants utilisés dans cette étude dans le tableau (1.2).

Tableau 1.2 : les solvants utilisés.

Solvant Marque
Méthanol (99%) BIOCHEM
Ethanol (96%) SPECILAB
Diméthyle  Sulfoxide BIOCHEM
DMSO (99%)

= Les produits chimiques utilisés pour le screening phytochimique sont cités dans le

tableau suivant:
Tableau 1.3 : Les produits chimiques utilisés pour le screening phyto-chimique.

Produits chimiques

Acide chlorhydrique
Réactifs de Mayer
Reactifs de Wagner
Chlorure ferrique
Copeaux de magnésium
Chloroforme
Acide sulfurique
Hydroxyde de sodium
Carbonate de sodium
Folin-Ciocalteu
Chlorure d’aluminium
Vanilline

Acétate de sodium

= D’autre produite chimique utilisées (tableau 1.4).

Tableau 1.4 : Les produits chimiques utilisés pour les tests in vitro.
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produite chimique
Infrarouge KBr
Activité anti-oxydante DPPH
Sérum Bovin d’Albumine
Activité anti-inflammatoire in vitro BSA, Albumine de I’ceuf, et

Diclofénac Sodique.

3.3. Matiére premiére pour la formulation du gel buccal :

Les matieres premiéres ainsi que les concentrations utilisées dans la formulation sont

présentées dans le tableau suivant :

Tableau 1.5 : Les matiéres premiéres pour la formulation du gel.

Matiére Quantité
Carbopol 940 1lg
Glycérol 49
Thrithanolamine Qts
Eau distillée Qts pour 100g

3.4. Matériel végétal :

Les échantillons destinés a I'expérimentation comprennent les feuilles fraiches de la plante
Crassula ovata. Ses feuilles ont été cueillies manuellement dans la région de Blida (Nord
de I’Algérie) durant le mois d’Avril 2023 et conservées moins de deux heures avant

I'extraction (figurel.1).

L’espéce récoltée a été identifiée par le botaniste : Mr METTAI Mhamed du Laboratoire
de botanique médicale et cryptogamie, Département de pharmacie, Faculté de médecine,
Université Saad Dahlab -1-, Blida, Algérie.
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Figurel.l : les échantillons de la plante C. ovata récoltée.

3.5. Matériel microbiologique:

Pour évaluer I'activité antimicrobienne, nous avons testé cette dernieére sur 5 micro-
organismes (3 bactéries pathogenes et 2 levures), qui sont des souches internationales
ATCC (American type culture collection). Le tableau (1.6) fournit les caractéristiques des

souches microbiennes testées.

Tableau 1.6 : Liste et caractéristiques des souches microbiennes testées.

NO
Nom de ATC | Gra Famille
souche C m

Staphylococcus = 6538 @+ | Micrococcaceae

aureus
Pseudomonas 9027 - Pseudomonadac
aeruginosa eae
Escherichiacoli = 4157 - Enterobacteriac

eae

Aspergillus 1460 =/ Bacillaceae
Bacillus 4

Candida 2443 /| Saccharomyceta
albicans 3 ceae
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3.6.Les milieux de culture :

Les milieux de culture utilisés pour réaliser les tests microbiens sont les suivants :

— La gélose Mueller Hinton pour 1I’étude de la sensibilité des bactéries vis-a-vis
les extraits.

— Lagélose Saboraud pour I’isolement et I’entretien des levures.

4. Ladémarche globale :

La démarche globale de ce travail (Figurel.2) s’articule autour de quatre produits issus
de la plante C. ovata : I’extrait méthanolique des feuillies fraiches EMF et séches EMS,
I’extrait éthanolique des feuillie fraiches, 1’extrait méthanolique des feuille séches et 1’extrait brut

des feuilles fraiches.
L’utilisation de chaque extrait pour les différents études montrer dans le tableau (1.7).

Tableau 1.7 : I’extrait utilisé pour chaque étude.

Screening phytochimique Extrait Extrait méthanolique
méthanolique des  des feuilles séches
feuilles fraiches

Quantification des composés Extrait méthanolique des feuilles fraiches

phénoliques
Test Infrarouge Extrait méthanolique des feuilles fraiches
Activité antioxydants Extrait méthanolique  Extrait brut des

des feuilles fraiches feuilles fraiches
Activité anti-reflux\ anti-acide\  Extrait méthanolique des feuilles fraiches

anti-inflammatoire
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Broyage

Extraction Extraction
methanolique éthanolique
| Calcul du Calcule de

Rendement Rendement
Screening

phytochimique

Etude
d'activités

Etude d'activité
microbiologique

Formulation du
gel buccal

Figurel.2 : Démarche méthodologique global.
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5. Séchage de la matiére végétale :

La technique de séchage des plantes consiste a extraire I’eau contenue dans la plante.
Genéralement, le sechage se fait par évaporation de I’cau de la plante dans I’air libre pour

obtention d’un produit stabilisé dans I’air et sans risque de dégradation.

Dans notre cas, le séchage de la plante a été tres difficile en raison de sa structure

anatomique. La plante récoltéee est séchée dans un étuve a 50°C pendent 3j (figure 1.3).

Figurel.3 : Les feuilles seches de la plante C .ovata.

6. Perte a la dessiccation :

Il s’agit de la détermination de la quantité d’eau présente dans la matiére végétale.

Pour la détermination du taux d’humidité du matériel végétal (Pharmacopée Européenne
2020), il a eté établis une prise d’essai d’un poids de 4,103g (pesée avec précision), cette
derniére a été séchée dans une étuve réglée & une température de 105° C jusqu’a

I’obtention d’une masse constante.
La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :
H(%) = 100 x (MO - M1) / MO

H(%0) : Taux d’humidité.
MO : Prise d’essai de la plante avant le séchage, exprimée en g.

M1 : Prise d’essai de la plante aprés le séchage, exprimée en g.
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7. Méthodes d’extraction :

L’extraction a été effectuée par la méthode de sonication a 1’aide d’un bain & ultrason ;
plusieurs études effectuées ont montré une grande efficacité de la sonication vis-a-vis

d’autre méthodes d’extraction classique.

7.1.Extraction méthanolique des feuilles fraiches EMF :

Les feuilles fraiches sont rincées soigneusement avec de I'eau distillée puis coupées en
petits morceaux. Le matériel végétal est pesé, placé dans un bécher, puis on ajoute une
quantité suffisante de solvant méthanol, le tout est introduit dans un bain a ultrason
(X-tra 30H Elmasonic) a une température de 20C° pendant 50 min (Figurel.4).

Figurel.4 : ’extraction a bain ultrason.

Le mélange est filtré afin d’obtenir un extrait méthanolique (EMF). Le filtrat est ensuite
concentré a I’aide d’un évaporateur rotatif (Heidilph Laborota 4001) dans des parametres
de 50°C a 60° C et d’une rotation de 90 tr/min pour éliminer le solvant et récupérer

I’extrait sec avec une filtration sous vide.

7.2 Extraction éthanoligue des feuilles fraiches :

En procédant aux mémes étapes précédentes mais en utilisant 1’éthanol comme solvant. Le
filtrat est ensuite concentré a I’aide d’un évaporateur rotatif (Heidilph Laborota 4001) réglé
a 90°C et la rotation de 90 tr/min pour éliminer le solvant et ainsi récupérer 1’extrait sec

avec une filtration sous vide.

7.3.Extraction méthanolique des feuilles seches EMS :
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Apreés séchage, une quantité de 100 g du matériel sec a été broyée. Dés lors, on applique

les mémes étapes d'extraction méthanolique.

7.4 Extraction brut des feuilles fraiches :

On obtient cet extrait en broyant les feuilles fraiches de la plante, puis en filtrant le
mélange afin de récupérer le filtrat (figurel.5). On I’utilise ainsi pour 1’étude de I’activité

anti-microbienne de la plante.

Figurel.5 : L’extrait brut des feuilles fraiches.

8. Le rendement de Pextraction :

Le rendement de I’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse d’extrait

obtenu sur la masse totale de la plante utilisée dans 1’extraction.
Rendement(%) = (Mo / M1) x 100

Mo : Masse en gramme de I’extrait brut évapore.

M1 : Masse en gramme de la matiere végetale.

9. Méthodes utilisées pour I’étude phytochimigue :

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des groupes
des familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Cette étude effectuée sur deux
extraits méthanoliques de la plante (EMF, EMS) sans I’évaporation de solvant. Les tests de
caractérisation sont basés en partie sur ’analyse qualitative, soit sur la formation des
complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation des

complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration [46].
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9.1. Identification des polyphénols :

0.2ml d’extrais sont ajoutés a 0.8ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%), aprés
I’agitation, 1ml de la solution de Folin-ciocalteu est ajoutée a I’ensemble aprés 20minutes
d’incubation a ’obscurité. L’apparition de la couleur bleue confirme la présence des

polyphénols [47].

9.2. Identification des alcaloides :

Introduire 1 ml de chaque extrait dans un tube a essai en ajoutant 5 ml d’HCI 1% a chaque
tube, puis chauffer les tubes au bain marie. L’un des tubes est traité par le réactif de Mayer,
I’autre par le réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révele la

présence des alcaloides [48].
Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :

» Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g d’HgCI2 dans 60ml d’eau distillée puis 5g de
KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total
a 100 ml.

» Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de 12.

Le volume obtenu est ajusté a 100ml avec I’eau distillée.

9.3. ldentification des Flavonoides :

A 1 ml de chaque extrait on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI)
concentré. En ajoutant 2 & 3 copeaux de magnésium, La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition de la couleur rouge ou orange [49].

9.4. Identification des Tanins :

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 2 ml de chaque extrait, 1 a 3
gouttes de solution de Fecl3 diluée a 1%. L’apparition d’une coloration verte foncée ou
bleue verte indique la présence des tanins. L’apparition d’une coloration verte foncée
indique la présence des tanins catéchiques. L’apparition d’une coloration bleu-vert indique

la présence des tanins galliques [50].

9.5. Identification des Saponines :
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A 5ml de chaque extrait on ajoute 10 ml d’eau distillée, le tout est agité avec énergie
pendent 15 minutes. Ensuite, le mélange est laissé au repos pendant 15 min. La persistance

de la mousse d’au moins 1 cm pendant 15 min indique la présence des saponines [51].

9.6. ldentification des Terpénoides :

A 5ml d’extrait on ajoute 2 ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré, s’il y a
une formation de 2 phases et un couleur marron a I’interphase indique la présence de

terpénoides [52].

8.7.1dentification des Quinones libres :

La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de NaOH 1/10

lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet [53].

10. Quantification des composés phénoliques :

10.1. Dosage des Polyphénols Totaux :

Principe :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par le réactif colorimétrique Folin-ciocalteu
(FC) selon la méthode de Dewanto [54] cité par Chetoui [55]. L’ensemble des composés
phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-ciocalteu. Ce dernier, est de couleur jaune,
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui sont
réduits lors de I’oxydation des phénols en mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de
molybdéne. La coloration bleue produite est proportionnelle au taux de composés

phénoliques, et posséde une absorbance maximale a environ 765 nm [56].

La réaction d’oxydation est accélérée en milieu alcalin (dans notre cas, par un ajout de
carbonate de sodium) et pour réaliser les courbes de calibration, I’acide gallique est souvent

pris comme référence [56].

Protocole :

Nous avons utilisé le protocole [57] avec quelques modifications.
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A T’aide d’une micropipette, on introduit un volume de 200ul d’extraits dissous dans le
méthanol & une concentration de 2mg/10ml dans des tubes a essai avec 1000 ul de réactif
de Folin-Ciocalteau 1%. On mélange bien et on laisse reposer pendant 4 min. On ajoute au
mélange précédent 800ul d’une solution de carbonate de sodium 7.5% agité manuellement
et on laisse incuber durant 2h a la température ambiante. L.’absorbance de la solution est
mesurée a 765nm contre un blanc a ’aide d’une UV-visible. La courbe d’étalonnage est
réalisée en utilisant 1’acide gallique comme un standard par la méme méthode et dans les

mémes conditions opératoires.

Expression des résultats :

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire
y = a X + b réalisée par un standard étalon « acide gallique » a différentes concentrations (0-
100 pg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme

d’extrait (ug EAG/Q).

10.2. Dosage des Flavonoides totaux :

Principe :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) a été utilisée pour déterminer la teneur
totale en flavonoides. Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre qui
forme une liaison covalente avec le trichlorure d’aluminium (figurell.4) ce qui donne des
complexes jaunatres, ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu deux électrons
pour s’unir a deux oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs

d’électrons.

Le complexe jaune présente une absorbance maximale a 430 nm dont I’intensité est

proportionnelle & la quantité des flavonoides présents dans 1I’échantillon [58].

Protocole :

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée selon la méthode décrite par [59]
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a&c quelques modifications. Dans un tube a essai, 1,5ml d’extrait dissous dans le méthanol
a une concentration 10mg/ml ont été ajoutés a un volume égal d’une solution de 2 %
d’AlCls, le mélange a été vigoureusement agité et on laisse incuber durant 30minutes a la
température ambiante. L’absorbance est lue immédiatement a 430 nm.

Courbe d’étalonnage de dosage des Flavonoides :

Une solution méthanolique de quercétine a été préparée, des solutions filles préparées a
partir de la solution mere a différentes concentrations comprises entre 0 et 100 pg/ml

permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

10.3. Dosage des Tanins condenseés :

Principe :

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupe aldéhydique de la vanilline sur
le carbone en position 6 du cycle A des tanins condensés qui entrainent une coloration

verte de la solution qui absorbe a 550 nm.
Protocole :

Un volume de 50ul d’extrait a été ajouté a 1500ul de la solution vanilline/méthanol a 4%,
puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750ul de I’acide chlorhydrique
concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a tempeérature

ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc [60].

Courbe d’étalonnage de dosage des Tanins condenseés :

Différentes concentrations comprises entre 0 et 1000 pg/ml préparées a partir d’une

solution mere de la catéchine, permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

11. Test Infrarouge :

Le principe :
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Les spectres infrarouges ont été réalisés avec un appareil Perkin Elmer dans le domaine
situé entre 4000-400 cm™.

Cette technique est trés puissante pour mettre en évidence les bandes de vibrations des
liaisons formant le matériau lamellaire, elle nous a permis aussi de détecter la présence
d’anions carbonates, via la bande de vibration caractéristique (CO3)?> aux alentours de

1360cm [61].
Protocole :

— Réduire en poudre 2 mg d’un échantillon avec 20 mg de bromure de potassium KBr
dans un mortier an Agathe.

- Mettre le mélange dans le moule pour obtenir une pastille translucide.

- Mettre le moule dans la presse a pastille et presser 1’échantillon jusqu’a 5 tonnes
maximum. Démouler la pastille de KBr avec I’échantillon.

- Placer la pastille dans le support et analyse dans 1’appareil IR.

12. Evaluation des activités biologiques de Crassula ovata :

Les différentes études des activités biologiques sont effectuées sur I’extrait méthanolique
de la plante (figurel.6).

Figure 1.6 : I’extrait méthanolique de la plante C. ovata.

12.1 Activité antioxydants :

Principe :
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Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) mesure [1’activit¢ antioxydant des
composés capables de transférer des atomes d’hydrogene.

Le DPPH est un compose libre et stable avec une luminosité violette a 517 nm. La réduction
du radical par un donneur d'atome d’hydrogeéne entraine la formation de 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine jaune (Figurel.7). La couleur est proportionnelle & la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons [62].

O mO
H L]
-~ O;N N—N + A

B e
- .

Figurel.7 : Réaction d’un antioxydant avec le DPPH [63].

Préparation de la DPPH :

Dissoudre 3 mg de DPPH dans un volume de 100 ml d’éthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol. L’absorbance est environs (0,7-0,9) nm (517 nm) dans le

spectrophotometre.
Protocole :

- Une solution mére d’extrait a été préparée dans le méthanol avec une concentration
de 2 mg/ml, des solutions filles préparées a partir de la solution mere a différentes
concentrations (1;0,5;0,3;0,1; 0,05 mg/ml).

- Ensuite, dans les tubes on a rempli 400ul de chacun de ces solutions qui ont été
ajoutés a 1600p1 de la solution de DPPH. Le contr6le négatif et préparé en paralléle
en mélangeant 400ul de méthanol avec 1600ul de la solution du DPPH a la méme
concentration.

- Aprés 30 min d'incubation dans une chambre noire a température ambiante, la

lecture de 1’absorbance est effectuée a 517 nm par UV-visible spectrophotometre.

L’expression des résultats :
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En présence d’un antioxydant, I’absorption est diminuée et la décoloration résultante est

steechiométrique en ce qui concerne le nombre d’électrons captés.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que ’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des

radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant suivant :

Inhibition (%) = [(A control - A échantillon) / A control] x 100
A control : Absorbance du control (1600ul de DPPH+ 400u1 de méthanol).
A échantillon : Absorbance de 1’échantillon ou standard.

La concentration efficace (1C 50) :

La concentration efficace (IC50) est inversement liée a la capacité antioxydant d’un
composé, car elle exprime la quantit¢ d’antioxydant nécessaire pour diminuer
la concentration du radical libre & 50 %. Ainsi, plus la valeur d’IC50 est basse plus

I’activité antioxydant du composeé est grande [64].

12.2. Activité antimicrobienne :

Pour I’évaluation de I’activit¢ antimicrobienne de notre plante étudiée, Nous avons testés

deux extraits :

- L’extrait méthanolique de la plante dissoute dans le DMSO avec une concentration
de 1g/ml.
- L’extrait brut obtenu par broyage puis filtration des feuilles fraiches de la plante.

12.2.1. Préparation de L’inoculum :

A partir d'une culture jeune de 24h pour les bactéries et de 48h pour les levures, on
réalise des suspensions troubles en prélevant 3 & 4 colonies bien isolées et identiques, qu'on
dépose dans 5 ml d'eau physiologique stérile puis on agite au vortex. On réalise une premiere
lecture de la concentration de la suspension a l'aide d'un spectrophotométre en estimant la
transmittance qui doit &tre comprise entre 22% et 32% pour les bactéries et entre 2% et 3%

pour les levures, et cela a une longueur d'onde de 620 nm.

Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessus correspondent a une
concentration optimale de 107-108 UFC/m. Si une des valeurs trouvée a la premiére lecture

n'est pas comprise dans l'intervalle, on ajustesoit en ajoutant de I'eau physiologique (a 9%
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de NaCl) si elle est inférieure a la valeur minimale ou en ajoutant des colonies si elle est
supérieure a la valeur maximale. A chaque fois une nouvelle lecture de transmittance est
réalisée jusqu'a l'ajustement de la suspension aux valeurs désirées. L'inoculum doit étre

utilisé dans les 15mn suivant sa préparation.

12.2.2. Préparation de milieu de culture :

On fait fondre les milieux Mueller-Hinton et la gélose Sabouraud dans un bain
marie a 95°C,apres on verse les deux milieux dans des boites de Pétride 90 mm de diamétre

a raison de 25 ml par boite, on laisse refroidir et solidifier sur paillasse.

12.2.3. Ensemencement et dépot des disques :

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L écouvillon est frotté sur la totalité¢ de la surface gélosée, de haut en bas en stries

serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.

L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la

surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C pour les

bacteries et 25°C pendant 48h pour les levures.

12.2.4. Lecture des résultats :

— Zones claires autour du disque : présence d’une activité inhibitrice des extraits.
— Absence de zones claires autour du disque : pas d’effet inhibiteur des extraits.
12.3._Activité anti-reflux :

En vue de déterminer la capacité de formation du radeau de I’extrait. On introduit 150ml
d’acide chlorhydrique (HCI) d’une concentration de 0.1M dans un bécher de 250ml ayant
un diametre interne de 60mm a 70mm, maintenu a une température de 36,5 a 37,5°C dans
un bain-marie, en prenant la précaution d’ajuster le volume d’eau du bain au méme niveau

que celui de I’acide dans le bécher. En utilisant une seringue sans aiguille, une quantité
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équivalente a 20ml de la solution d’extrait dissous dans 1’éthanol a une concentration de
10mg/ml est prélevée et introduiterapidement au centre du bécher. L’épaisseur du radeau

formé, et sa capacité a flotter sont analysés et notés apres 5, 10, 30 minutes [65].

12.4. Activité anti-acide :

Pour étudier la capacité antiacide, nous avons suivi le protocole décrit dans le Drug
Discovery and évaluation [66], ainsi que la monographie décrite pour I’oxyde d’aluminium

dans la pharmacopée européenne 8eme édition [67].

Nous avons mis dans 30 ml d’acide chlorhydrique (HCI, 0.1M), 10 ml de la solution
d’extrait dissous dans 1’éthanol a une concentration de 10mg/ml chauffé au préalable a
37°C, et agité la solution sans interruption, et nous prenons la mesure du pH de la solution

aprés 10 min, 15 min, 20 min , jusqu’a 100 minutes.

12.5. Activité anti-inflammatoire in vitro :

L'inflammation est un mécanisme de défense qui permet a Il'organisme de se protéger
contre les infections, les brdlures, les allergénes chimiques toxiques ou tout autre stimulus
nocif. L'inflammation est une réaction substantielle a des dommages, a une maladie ou a
une destruction représentée par la chaleur, la rougeur, la douleur, I'enflure et les fonctions

physiologiques perturbées [68].

12.5.1. Principe :

La dénaturation des protéines est un processus par lequel les protéines perdent leur
structure en raison de la présence d'autres composes, d'un stress externe ou de la chaleur,
les amenant ainsi a perdre leur fonctionnalité biologique. Par conséquence, la dénaturation

des proteines tissulaires est reconnue comme un marqueur de I'inflammation [69].

Dans cette étude, I'activité anti-inflammatoire in vitro d’extrait méthanolique de C. ovata a
été mesurée pour l'activité inhibitrice contre la dénaturation des protéines. La technique est
menée selon la méthode décrite par Deshpande et al [70]. Le Diclofénac a été utilisé

comme médicament de référence.

12.5.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire par la méthode de dénaturation des
BSA :
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Préparation de réactifs a 0,5 % d'albumine de sérum bovin :

50 mg d'albumine de sérum bovin dissous dans 10 ml d’cau.

Préparation de Phosphate Buffer Saline pH 6,3 :

Dissoudre 8 g de chlorure de sodium (NaCl), 0,2 g de chlorure de potassium (KCI),
1,44 g de phosphate d’hydrogéne disodique (Na2HPO4), 0,24 g de
dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4) dans 800 ml d’eau distillée.

Le pH a été ajusté a 6,3 en utilisant 1’acide chlorhydrique 1N (HCI) et a volume a

1000 ml avec de I’eau distillée.

Méthode :

La solution d’extrait : est constituée de 450 ul d’BSA (0,5% solution aqueuse) et
50 pl de solution d’extrait dissous dans le DMSO et diluée avec de I’eau distillée a
différentes concentrations (15,6 ; 31,25 ; 62,5 et 125 pg/ml).

La solution de controle : est constituée de 450 ul d’BSA (solution aqueuse a
0,5 %) et 50ul d’eau distillée.

Le contrble du produit: comprend 450 pl d’eau distillée et 50ul de solution
d’extrait a différentes concentrations étaient prises respectivement.

Solution standard : composée de 450 pl d’BSA (0,5 %), et 50 pl de diverses
concentrations (15,6 ; 31,25 ; 62,5 et 125 pg/ml) de diclofénac.

Les échantillons sont incubés a 37°C pendant 20 min, ensuite a température de 70°C

pendant 15 min. Aprés refroidissement, 2,5mL de tampon phosphate sont ajoutés aux

solutions ci-dessus. L'absorbance est mesurée en utilisant un spectrophotométre UV-visible
(type SHIMADZU) a 660 nm. Le contrble représente 100% de la dénaturation des

protéines. L’inhibition de la dénaturation de la protéine est déterminée en % par rapport au

controle, en utilisant la formule suivante :

Inhibition (%) = [(Abs de contrOle - Abs de I’extrait) /Abs de contrdle] x 100

Abs : Absorbance La moyenne retenue est obtenue sur trois répétitions.

12.5.3. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire par la méthode de dénaturation de

I’albumine de 1’ ceuf :

Préparation de réactifs a 0,5 % d’albumine d’ceuf :
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50 mg d’albumine d’ceuf dissous dans 10 ml d’eau.

Méthode :

La solution d’extrait: est constituée de 450 ul d’albumine d’ceuf (0,5% solution
aqueuse), et 50 pl de solution d’extrait dissoudre dans le DMSO et diluée avec de
I’eau distillée a différentes concentrations.

La solution de controle : est constituée de 450 ul d’albumine d’ceuf (solution
aqueuse a 0,5 %) et 50ul d’eau distillée.

Le contrdle du produit: comprend 450 pl d’eau distillée et 50ul de solution
d’extrait a différentes concentrations (15,6 ; 31,25; 62,5 et 125 pg/ml) étaient
prises respectivement.

Solution standard : composée de 450 pl d’albumine d’ceuf 0,5 %, et 50 pl de
diverses concentrations (15,6 ; 31,25 ; 62,5 et 125 pg/ml) de diclofénac. Ce dernier

a été utilisé comme médicament de référence

Les échantillons sont incubés a 37°C pendant 20 min, ensuite a température de 70°C

pendant 15 min. Apres refroidissement, 2,5 ml de tampon phosphate sont ajoutés aux

solutions ci-dessus. L'absorbance est mesurée en utilisant un spectrophotometre UV-visible
(type SHIMADZU) a 660 nm. Le contrdle représente 100% de la dénaturation des

protéines. L’inhibition de la dénaturation de la protéine est déterminée en % par rapport au

controle, en utilisant la formule suivante :

Inhibition (%) = [(Abs de contrble - Abs de I’extrait) /Abs de contrdle] x 100

Abs : Absorbance La moyenne retenue est obtenue sur trois répétitions.

13. Formulation de gel buccale a base de C.ovata :

Préparation de la solution principe actif :

Dans un bécher on solubilise 1’extrait éthanolique de la plante dans quelques ml d’ethanol.

Mode opératoire :

Dans un bécher de 250 ml taille haute, disperser le carbopol dans 70 g d’ecau
distillée sous une forte homogénéisation (vitesse : 5).

Réduire I’homogénéisation au minimum et poursuivre 1’homogénéisation jusqu’a
dissipation compléte de la mousse.

Mesurer le pH de la dispersion de carbopol.
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— Ajouter 5 gouttes de la solution de triéthanolamine, et le glycérol. Continuer
I’homogénéisation a une faible vitesse pendant 5 min.

— Arréter I’homogénéisation et ajouter la solution principe actif sous une trés faible
agitation.

— Ajouter goutte a goutte la solution de triéthanolamine pour ajuster
le pH de mélange.

— Compléter a 100 g avec I’eau distillée en tenant compte de la quantité

de la solution de triéthanolamine ajoutée.

14. Contréle de produit fini :

14.1. Caractéres organoleptiques :

Les gels buccaux sont inspectés d’un point de vue couleur, consistance, homogénéité et
Présence ou absence d’agrégats. Il est a préciser que la couleur a été vérifiée par examen
visuel sur fond blanc. Le golt a également été apprécié en dégustant la formulation.
De méme, I’odeur a été contrdlée en sentant le produit. Enfin, la consistance a été évaluée

en Appliquant le gel sur la peau.

14.2.Mesure du pH :

A T’aide d’un pH-métre Hana, en plongeant complétement 1’électrode dans le gel.
Le Résultat est la moyenne de trois lectures. Rappelons que le pH de la cavité buccale est

compris entre 6,2 et 7,4.

14.3.Essai de centrifugeuse :

Le gel a été centrifugé séparément dans un tube a essai de 10 cm de long et 1 cm de large

pendant 5 a 3500 tr/min puis étudié pour la sédimentation et la stabilité du gel.

14.4. Etude de stabilité :

Un test de stabilité aux températures extrémes 4 °C et 40 °C a été effectué pendent 48h.
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14.5. Etude de comportement rhéologique :

Les mesures du comportement rhéologique sont importantes non seulement pour évaluer la
stabilité physique mais elles sont en méme temps des indicateurs des parametres de type

qualité du systéme et utilité.

Les études sur ces propriétés sont devenues un outil crucial dans l'analyse des produits

pharmaceutiques, dans le but de produire des profils physiques et structurels stables.

Pour se faire, deux tests ont été effectués :

14.6. Le test de viscoélasticité :

Les propriétés viscoélastiques des cremes ont été mesurées en mode dynamique par un test

non destructif d’oscillations de faible amplitude.

Un balayage croissant en deformation, de 0,0001 a 1000 a été effectué a la frequence de 1
Hz (mode logarithmique, 4 points/décade). Cette mesure a permis d’obtenir les valeurs des

modules G’, G’ dans le domaine linéaire viscoélastique.

G’ : le module de conservation, il représente le caractere élastique de la créme, I'énergie

emmagasinée dans le matériau.

G’ : le module de perte, qui représente le caractére visqueux de la créme et correspond a
9

I'énergie dissipée.
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CHAPITRE Il : RESULTAT ET DISCUSSION

1. Perte a la dessiccation :

Le calcul de ce parametre permet a déterminer la teneur en eau de notre plante, Les
résultats obtenus sont présentés dans le figure (2.1) , ces résultats désignent la richesse de

I’espéce C. ovata en eau.

® Matiere
séche
7.41%

Figure2.1 : La teneur en eau de la plante C.ovata.

2. Rendement d’extraction :

Les rendements d’extractions méthanoliques et éthanoliques des feuilles fraiches sont
données dans le tableau (2.1).

Tableau2.1 : Rendements d’extractions par sonication.



Rendement %

Extrait méthanolique 0,30

Extrait éthanolique 0,15

3. Résultats de screening phytochimique de la plante :

Coloration

Vert clair

Vert foncé
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Les résultats de screening phytochimique de la plante C. ovata sont présentés dans

le tableau (2.2). (APPENDICE B) confirme ces résultats.

Tableau2.2 : Screening phytochimique de la plante C.ovata.

Les composeés EMF
Polyphénols +
Alcaloides +
Flavonoides +
Tanins +
Saponines +
Terpénoides +
Quinones Libres i+

Clé : + : positif; - : Négatif

EMS

+

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous avons noté que pour les deux

extraits de la plante C. ovata, Ces derniers sont tres riches en polyphénols, tanins

et en quinones libres.

Pour les flavonoides le résultat est positif dans ’EMF et négatif dans I’EMS. La méme

chose a été enregistrée pour les alcaloides et les terpénoides.

Les saponines se trouvent avec une faible quantité dans la plante avec une mousse

de 1,5cm.
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4. Résultats de I’étude quantitative :

4.1 Dosage des Polyphénols :

Les résultats obtenus de dosage des Polyphénols sont exprimés en milligramme
d’équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait (mg EAG/Q) en utilisant I’équation

de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (figure2.2).

Abs 0.9 ¥y =0,0091x
R* =0,9763
0,8 -
0,7
+
0,6
0.5 -
0,4 - +*
0,3 -
*
0,2 -
0,1
0 T T T : !
0 20 40 50 80 100

C pg/ml

Figure2.2 : Courbe d’étalonnage de 1I’acide gallique.
Quantité des polyphénols : 89,08 mg EAG/g d’extrait.

4.2. Dosage des Flavonoides :

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage
(Figure 2.3) et exprimée en mg d’équivalents quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g

d’extrait).

vy = 0,0089x
0,9 R? =0,9959 4
Absols |
0,7 -
06
05 -
04
0,3
0,2 -
0,1
] T T . . . !
o 20 40 60 80 100 120

C pg'ml
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Figure2.3 : Courbe d’étalonnage de Quercétine.

Quantité des flavonoides : 22,16mg EQ/g d’extrait

4.3. Dosage des Tanins condensés :

Les résultats obtenus de dosage des Tanin condensés sont exprimés en milligramme
d’équivalent de Catéchine par gramme d’extrait (mg EAG/g) en utilisant 1’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage de Catéchine (figure2.4).

14 4

Abs

12 4 y=00022x

' R*=0,986

1
0,8

*

0,6
04 *
0,2

0 ; : : ; ; ; .

0 100 200 300 400 500 500 700

C pg/ml

Figure2.4 : Courbe d’étalonnage de Catéchine.

Quantité des tanins condenses : 5,22mg EC/g d’extrait.

D’apres les résultats présentés dans le tableau (2.3), les teneurs obtenues pour les
polyphénols 89.08 mg EAG/g, les flavonoides 22,16 mg EQ/g ainsi que les tanins
condensés 5,22 mg EC/g. Ces valeurs indiquent réellement la richesse, et la diversité de C.

ovata par les composés phénoliques.
Tableau2.3 : la teneur en polyphénols; flavonoides ; tanins condensés.

Equation de la
Dosage courbe R2
d’étalonnage
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Polyphénols = Y =0,0091x 0,97 89,08 mg

EAG/g
Flavonoides | Y =0,0089x 0,99 22,16 mg
EQ/g
Tanins 0,98 5,22 mg
Condensés Y =0,0022x EC/g

5. Résultats De Test Infrarouge :

Le spectre IRTF de I’extrait est représenté dans la figure (2.5).

0,4 1

;

/
] 1712 ecm™
0.6 ]

Transmittance (a.u.)

3322 cm!
0.8 1
: /2846 cm
1] 2920 cm!
1_.2_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

v(cm)™?

Figure2.5 : Le spectre IRTF de I’extrait méthanolique de la plante.

Le spectre IRTF de I’extrait méthanolique Crassula ovata contient les pics et une bande

caractéristique de certaines fonctions chimiques présentent dans les polyphénols.

Sur le spectre en question, une bande large s’étalant de 3322 jusqu’a 2500 cm -1 attribuée
a la vibration de la fonction O-H d’un acide carboxylique. En ensemble de pics d’intensité
importante sont localisés entre 3000 et 2846 cm -1 et qui sont attribués aux vibrations de la
liaison C-H des groupements méthylénes et méthyles. A 1712 cm -1, la présence de la
vibration de la liaison C=0 de la fonction carbonyle présente au sein d’un acide et d’une

cétone.

6. Résultats d’Activité Antioxydante :
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L’activité antioxydante d’extrait méthanolique a été évaluée in vitro par la méthode
de DPPH.

On remarque un changement de couleur du violet au jaune pour 1’extrait en augmentant leur
concentration, cela veut dire que le DPPH est réduit en présence d’une substance réductrice
qui existe dans I’extrait.

Les résultats obtenus (Tableau2.4), ont permis de tracer les graphs de la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour I’extrait méthanolique de
I’espece C. ovata (Figure2.6).

Le pourcentage de réduction augmente avec 1’augmentation de la concentration d’extrait
jusqu’a un seuil o0 le pourcentage d’inhibition se stabilise avec 1’élévation de la

concentration.

Tableau2.4 : Pourcentage d’inhibition d’extrait méthanolique selon les différentes
concentrations.
Concentration

(mg/ml) 2 1 05 | 03 | 01 | 005

Inhibition % 81,20 | 58,64 50,68 | 47,41 | 47,19 @ 44,36

inhibition

0420
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 . . . . .

y =18.098x + 43.382
R?=0.9798

C mg/mlz'5

Figure2.6 : la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

d’extrait méthanolique.

Ces résultats ont permis également de déterminer la valeur de 1’ICso (0,4 mg/ml). L activité
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anti radicalaire de cet extrait pourrait s’expliquer par la présence des composés phénoliques

qui sont détectés dans la plante.

7. Résultat d'activité antimicrobienne :

D’apreés les observations, il est évident que Crassula ovata n’a pas d’activité

antimicrobienne.

Tableau 2.5 : Observations de la culture bactériennes pour les deux extraits de feuilles de

plantes.

Bactéries Inhibition en mm

EMF EB
Staphylococcusaureus 0 0
Pseudomonasaeruginosa 0 0
Escherichiacoli 0 0
Bacillus  subtilis 0 0
Candidaalbicans 0 0

Ces résultats ressemblent a 1’étude [71], qui ressort des résultats que les extraits de la

plante C. ovata, sont seulement capables d'inhiber I'Escherichia coli bactéries.

8. Résultats d’activité anti-reflux :

D’apres les résultats marqués dans le tableau (2.6), on peut conclure que 1’extrait

méthanolique de la plante C. ovata présent d’activité anti-reflux.
Tableau2.6 : I’observation de formulation de trouble.

Temps (min) 5 min 10 30 45

Flottabilité Totale Partielle Partielle Décantations

épaisseur (cm) 0,5 1 1 -
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La figure (2.6) confirme ces résultats.

Figure2.7 : formation de radeau (A) aprés 5min, (B) aprés 10min, (C) apres 30min,
et (D) apres 45min.
9. Résultats d’activité antiacide :

Aprés la mesure de pH de la solution comme indiqué dans le chapitre 2, on remarque que
la valeur du pH ne change pas (valeur de 1,40 a 37°C). On peut conclure que I’extrait

méthanolique de notre plante ne présente pas d’activité antiacide.

10. Résultat anti-inflammatoire :

10.1. Activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation des BSA :

La corrélation entre la concentration et le pourcentage d’inhibition a montré que la capacité

inhibition de la dénaturation de la BSA dépend de la concentration de I’extrait (Figure 2.8)
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; ceci est confirmé en comparant la C150 de I'extrait méthanolique (C150=125 ug/ml) avec

le pourcentage d’inhibition de diclofénac (30 %) a une méme concentration de 125 pg/ml.

Le paramétre de la CI50 a été utilisé pour classer I’extrait méthanolique avec le diclofénac,

selon I’ordre suivant : Extrait méthanolique > Diclofénac.

Inhibition% -
50 71

a5 7
a0 +

35 7

30 7

25 7

20 7 OSériel
15 7

10 L O5ere2

5 7

o
125ug 62.5pug 31,25pg 15,6pg Concentarion (ng)

Figure2.8: Concentration et I’inhibition de I’BSA (I’extrait méthanolique série 1),

(Diclofénac série 2).

10.2. Activité anti-inflammatoire par la méthode de dénaturation de D’albumine

d’ceuf :

Pour l'activité anti-inflammatoire in vitro, par la méthode de dénaturation d'albumine
d'ceuf, ’extrait méthanolique a la concentration de 125 pg/ml était de 35% d’inhibition de
la dénaturation de l'albumine d'ceufs, alors que le diclofénac présentait un pourcentage
d’inhibition de la dénaturation de 1'albumine d'ccuf de 10% a une concentration de 125
pg/ml. Comme indiqué dans La figure (2.9), ’extrait de C. ovata a présenté une protection

protéique significativement plus élevée que le Diclofénac, un anti-inflammatoire standard.
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Inhibition% -
35 7

30 17
25 +
20 ¥7
15 47
O Sériel
10 7
[ 5érie?
5 -4
T =
D o
125pg 62,5ug 31,25pg 15,6pg Concentarion (ng)

Figure2.9: Concentration et inhibition de l'albumine d'ceuf (I’extrait méthanolique sériel),

(Diclofénac série2).
La dénaturation des protéines est une cause d'inflammation bien démontrée [72].

Dans le cadre de I'enquéte sur le mécanisme de l'activité anti-inflammatoire, la capacité
inhibitrice de I’extrait méthanolique a été étudiée contre la dénaturation des protéines du
BSA, et de I’albumine d’ceuf. Nos résultats ont clairement démontré que 1’extrait
méthanolique, a des concentrations de 15,6 ; 31,25; 62,5 et 125 pg/ml présente une
activité anti-dénaturante de I’BSA de ’ordre respectif de 10 ; 40 ; 40 et 50%. Les mémes
concentrations ont montré une inhibition de la dénaturation de I’albumine d’ceuf dans
I’ordre respectif des concentrations citées de 7,5; 10; 22 et 35%. L’extrait montre ainsi
une efficacité dans 1’inhibition de la dénaturation du BSA et de I’albumine d’ceuf. Il est a
noter 1’évolution du degré d'inhibition de la dénaturation des protéines qui augmente avec

la concentration de I’extrait méthanolique.

11. Contro6le de produit fini :
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Le tableau 2.7 présente les résultats des tests effectués sur le gel.

Tableau 2.7 : Les caractéristiques de formulation du gel a base des feuilles de C. ovata.

Résultat Description

Le gel de a un aspect
Caractéristiques opague homogéne de
Organoleptiques couleur verte, d'un godt

et d'une odeur agréables.

Il n'y avait aucun
sediment observable dans
les tests de
centrifugation. Les
figures montrent que la
formulation a une bonne
stabilité.

Test de stabilité

Le pH est dans les
normes, et correspond au
pH 6,7 pH naturel de la cavité
buccale.

11.2 Etude de stabilité :

Dans le test de changement de température (& 40°C, et 4°C), aucun changement

d'apparence n'a été observeé ce qui confirme la stabilité du gel.

11.3. Etude du comportement rhéologique :
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Le graphe représente la variation de la viscosité apparente et la contrainte de cisaillement
de gel en fonction de la vitesse de cisaillement, la viscosité change en fonction de la vitesse
de cisaillement (Figure 2.10) ce que signifie que le comportement de ce gel est un
comportement non newtonien, la contrainte de cisaillement est de 1’ordre < 1 cela indique

que ce gel est un fluide rhéofluidifiant.

10000 10000
1000 1 1000
<
o
N’
_ 100 - L 1002
(%)
©
e
=
10 - L 10
1 T T T T T 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Taux de cisaillemet (s1)

Figure 2.10 : Variation de la viscosité et la contrainte de cisaillement de gel de la résine en

fonction de taux de cisaillement.

11.4. Etude de la viscoélasticité :

La figure montre le module de conservation (élastique) (G") et le module de perte
(visqueux) (G") en fonction de I'amplitude de la déformation a une fréquence angulaire fixe
f= 1Hz de gel de résine a T°=37 C°.

Le module élastique présente un comportement solide viscoélastique jusqu’a 10 %
d'amplitude de déformation et un modeéle décroissant au-dessus de cette valeur. Le module
visqueux avait un profil linéaire & <10% d'amplitude de déformation et un comportement
décroissant au-dessus de cette valeur ce que signifie une stabilité dans la région de LVE
(Linearviscoelastisity), Au-dela du LVE, on observe une évolution non-linéaire de G’ et de
G”’ associée a un comportement viscoélastique non-linéaire. Le comportement devient

liquide viscoélastique sur toute la gamme de fréquences angulaires.
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Figure 2.11 : Variation du module de conservation (élastique) G’ et du module de perte

(visqueux) G”* de I’émulgel de résine.



CONCLUSION GENERALE

Les ressources naturelles du regne vegeétal restent la source fiable et capitale pour la mise
au point de nouveaux remédes thérapeutiques. A I’aide de la médecine traditionnelle, la
recherche des molécules bioactives dans les extraits de plantes va mener a leur utilisation

comme alternative des molécules de synthése.

C. ovata est employée dans la médecine traditionnelle de nombreuses cultures. Parmi ces

utilisations le traitement des aphtes, et les ulcérations buccales.

Le travail reporte les résultats d’une étude faite sur une espece C. ovata. Correspondant a

des récoltes durant le mois d’Avril 2023 dans la région de Blida (Algérie).

Le but de ce travail est la valorisation de 1’espece C. ovata, d’étudier sa composition
chimique, le dosage de ces composants, ainsi que d’évaluer les activités biologiques:

I’activité anti-oxydante, anti-microbienne, anti-acide, anti-reflux, et anti-inflammatoire.

Tout d’abord nous avons effectué 4 différentes extractions des feuilles de la plante. Le
rendement de I’extrait méthanolique (0,30%) est plus important que celui de 1’extrait
éthanolique (0,15%).

Dans le cadre de ce travail nous avons le screening phytochimique de cette espece pour
déterminer la nature des métabolites secondaires qu’elle accumule. Cette étude a montré la
présence des polyphénols, alcaloides, flavonoides, tanins, saponines, terpénoides et

quinones libres.

Les résultats obtenus lors de notre étude phytochimique de la plante sont donc tout a fait

en accord avec les travaux antérieurement publiés sur cette famille et sur ce genre.

Aprés un screening phytochimique, nous avons quantifié la teneur des polyphénols,
flavonoides et tanins condensés. Cette étude a montré la richesse de la plante en polyphénol

et en flavonoides.

La teneur des polyphénols était de 89,08 mg EAG/g, la teneur des flavonoides : 22,16mg
EQ/g d’extrait, et la teneur des tanins condensés : 5,22mg EC/g d’extrait.

Le pouvoir antioxydant d’extrait de C. ovata a été mis en évidence. Une CI50 de 0,4 mg/mi

a était enregistrée.



L’extrait méthanolique a la concentration de 125 pg/ml a montré un pourcentage
d'inhibition de la BSA a I’ordre de 50% et un pourcentage d’inhibition de 35 % par rapport
a I’Albumine d’ceuf, soit bien supérieur a celui du Diclofénac sodique. Ainsi, ces résultats
indiquent que I’extrait présente une activité anti-dénaturation significativement bonne en

comparaison avec le diclofénac.

Nous avons décidé d'exploiter ces effets et ainsi de concevoir une formulation appropriée,

stable et facilement accessible de cette herbe.

La formulation du gel montre une stabilité importante approuvée par les contréles du

produit fini avec un pH de 6,7 ; chose qui indiquée par la centrifugation.

Les résultats obtenus de cette étude sont satisfaisants et importants. Ainsi nous souhaitons
dans les années a venir les approfondir et les compléter afin de valoriser et de bénéficier de

cet arbuste qui est bien la Crassula.ovata.

APPENDICE A

Liste d’abréviations :



OMS : Organisation Mondiale de la Santé
MT : La Médecine Traditionnelle. .

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché.
MPUP : Les Matiéres Premieres a Usage Pharmaceutique.
C.S.P : Code de la Santé Publique.

C. ovata : Crassula ovata.

ATCC : American Type Culture Collection.
tr/min : Tour par minute.

% : Pourcentage.

°C : Degré Celsius.

Abs : Absorbance.

UV : Ultra-Violet.

IR : Infrarouge.

Mg /ml ;. Microgramme par millilitre.

ul : Microlitre.

pH : Potentiel Hydrogéne

BSA : Albumine bovin sérum

KBr : Bromure de Potassium

UFC : Unité Formatrice de Colonie

APPENDICE B

Résultats de screening phytochimique
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APPENDICE D

Elimination du solvant




APPENDICE C

Le Test Infrarouge
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Le Test d’Activité Anti-microbienne
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APPENDICE F

Le Test in vitro d’activité anti-inflammatoire
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