République Algérienne Démocratique et Populaire
| Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Blidal
Faculté des sciences de nature de vie et Biologiques
Département des populations et des organismes

\ Mémoire de Fin d'Etudes

En vue de I'obtention du Diplome de Master en Biologie

Option : Phytothérapie et Santé

| Théme

\ Etude phytochimique et activités \‘
biologiques des extraits des feuilles de
Partichaut

(Cynara scolymuslL..)

Présenté par : Soutenu le :22.06.2014

Benmbarekfarida

1 Devant le jury composé de :

| Mme AMEDJKOUH.HM.A A USDB Présidente
Mme BENASSEL.N M. A. A USDB Examinatrice

Mme DIF.SM.A.AUSDB Examinatrice

Mme FAIDI H M.AA USDB Promotrice




Remerciements

Avant toute chose,je remercie Dieu, le tout puissant,pour m’avoir donnée le courage,

lavolonté et la patience d’achever ce modeste travail.

Je tiens a exprimermes profonds remerciements, ma vive reconnaissance et ma sincere
gratitude a Madamefaidi .h, pour avoir accepté de m’encadrer et pour ses conseils et ses

preécieuses orientations qu’elle n’a cessé de m’apporter tout au long de ce travail.

Mes vifs remerciements et ma profonde reconnaissance vont également a Madame
AaAMEDJKOUH.Hqui nous a fait I’honneur d’accepter la présidente du jury de ce

meémoire.

Mes sentiments de reconnaissances et mes remerciements vont également

aMadameBENASSELE N et Madame DIF.Sd avoir accepté de juger ce modeste travail.

J’aimerais aussi remercier vivement toute personne qui a participé de prés ou de loin,

directement ou indirectement a laréalisation de ce modeste travail.

Sans oublier de remercier tout le personnel de SAIDAL-Médéa,spécialement [’équipe de

laboratoire de pharmacotoxicologie,physico-chimie et microbiologie.

Et enfin, Je remercie tout particulierement ma famille qui m’a toujours soutenu dans mes
choix, et qui été présente chaque fois que cela a été nécessaire. Merci Maman, Merci Papa,
Merci mes Freres. C’est avec vous que j’ai partagé mes joies, mes peines, vous m’avez

soutenu grdce a votre présence, a votre sourire, a votre amitié.

-Merci-



. o T, \ 3

:“'-_ 1',,-'"‘ , v

W

Dédicace

Je tiens a dédier ce travail :

Anmes trés chers parents, pour leur affection, leurs sacrifices, leur tendresse et pour tousles "

efforts qu'ils ont déployé durant toute ma vie, jespére que ce travail soit [expressionde ma

: .-'j‘

pleine gratitude et de mon profond respect. ' ’
Ames beaux parents ®
A MON MARIE ET MA FILLE ROMAISSA S
A MON FILS ABDRAHMEN

Ames sceurs : AMINA AYA NESRINE.
A mes freres : MOUNIR ET NASREDDINE
A toute ma famille maternelle et paternelle.

Ames collegues et mes amis : Amina, Meriem, SAMO,NADIA,,,,pour les sympathiques moments

que nous avons passé ensemble.

,’Zi ma promotion 2013 sans exception.

A toutes les personnes que je n'ai pas citées mais que je porte dans mon ceeur.

. = FARIDA

x @JS




Liste des figures

Figure Titre Page

Figure 1 Tiges feuillées de I’artichaut (originale, 2013) 10

Figure 2 Feuilles de I’artichaut (originale, 2013) 10

Figure 3 Inflorescence (capitule) de I’artichaut (anonyme, 2009) 11

Figure 4 fruits de I’artichaut (anonyme, 2009) 11

Figure 5 Lapins Albinos (Original, 2013). 15

Figure 6 Souris N.M.R.I (Original, 2013). 15

Figure 7 Gavage des lapins a ’aide d’une seringue en plastique équipée d’une 21
sonde cesophagique (Original, 2013).

Figure 8 Prélévement du sang et détermination du taux de la glycémie. 22
(Originale, 2013).

Figure 9 Gavage des souris a I’aide d’une seringue en verre équipée d’une 23
sonde cesophagique. (Original,2013).

Figure 10 Variation de la glycémie dans les différents lots de lapins en fonction du 31
temps

Figure 11 Pourcentaged’augmentation de I’cedéme des pattes des souris des 32
déférents lots en fonction du temps

Figure 12 Pourcentage d’inhibition de I’cedéme chez les souris des différents 33
lots (traité et t¢émoin) en fonction de temps

Figure 13 Test d’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’EA de la poudre 35
de Partichaut

Figure 14 Test d’évaluation de I’activité antimicrobienne du 1’extrait 35
¢thanolique de I’artichaut

Figure 15 Pourcentages de protection du nombre des spasmes chez les souris 36

en fonction des différentes solutions administrées.




Liste des tableaux

N° de tableau Titre Page
Tableau I Caractéristiques des souches microbiennes utilisées. 16
Tableau II Répartition des lots de lapins et de la dose de traitement administrée Annex2

pour chaque lot.
Tableau I1I Protocol d’évaluation de I’activité antispasmodique 26
Tableau IV Identification des composants chimiques des feuilles de 30
Cynarascolymus
Tableau V Variation de la glycémie dans les différents lots de lapins en Annex?2
fonction du temps.
Tableau VI Pourcentage d’augmentation de I’cedéme des pattes des souris des annex2
différents lots en fonction du temps
Tableau VII | Pourcentage d’inhibition de I’cedéme des pattes des souris des Annex2
différents lots en fonction de temps.
Tableau VIII | Diametres des zones d’inhibition de la croissance microbienne des 33
deux extraits (EA, E éthanolique) de I’artichaut Cynarascolymus
Tableau IX Pourcentages de réduction des spasmes chez les souris en fonction Annex2

des différentes solutions administrées




Liste des abréviations

ATCC:American Type Culture Collection
N.ML.R.I: Naval Medical Research Institute
N: Normalité

SOy4: Acide sulfurique

EA : extrait aqueux

V/V: Volume a Volume

71 : Zone d’inhibition

MN : minute

G: gramme

C°:degré Celsius

HGPVO: Hypoglycémieprovoquéparvoieorale



GLOSSAIRE

Anti-inflammatoires : substance qui réduit les inflammations et les douleurs en
résultants (Pousset, 2004).

Antioxydant : est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats oxydable. Ce sont des composes qui réagissent avec les
radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Favier, 2003).

Antiseptique: substance qui empéche la prolifération des germes pathogenes a
I’intérieur de I’organisme ou sa surface (Pousset, 2004).

Antispasmodique : substance qui empéche les contractures (spasme) (Pousset,
2004).

Diurétique : substance qui augmente la sécrétion urinaire et favorise I’élimination des
chlorures, du sodium, du potassium, de 1’urée et de I’acide urique dans les urines
(Pousset, 2004).

L’inflammation : L’inflammation est une réaction des étres vivants a une 1ésion ou
une stimulation cellulaire excessive ou normale due a une agression tissulaire
d’origine: physique, chimique et immunologique ou biologiques et certains produits
comme le venin, le pollen et les toxines (Schorderet et Dayer, 1992).

Principe actif: c'est la molécule qui dans un médicament ou dans une plante posséde
un effet thérapeutique. Cette substance est, la plupart du temps, en trés faible
proportion dans le médicament par rapport aux excipients (Pousset, 2004).

Hepatoprotective :est la capacité a éviter des dommages au foie. (Dehmlowetal.,
1996)

Dyspepsie : correspond a un ensemble de symptdmes de douleur ou de malaise
épigastrique (région supérieure de I’abdomen) dont I’origine se situerait au niveau de
l'estomac ou des structures proches.(Messneretal., 2001)

Hépatocytes :sont des cellules du foie. Ce sont de véritables usines biochimiques,
assurant de nombreuses fonctions métaboliques.Dictionnaire encarta

Cholagogue :Une substance cholagogue a pour effet de faciliter I'évacuation de la
bile vers l'intestin en provoquant une chasse biliaire a partir de la vésicule qui se vide
en se contractant.Dictionnaire encarta

Antidiabétique :est un médicament utilisé pour traiter le diabéte sucré. Les
antidiabétiques agissent en général en abaissant la glycémie. Il y a différents types
d'antidiabétiques.Dictionnaire encarta



Antimicrobien : est une famille de substances qui tuent (bactéricide) ou ralentissent
(bactériostatique) la croissance des microbes tels les bactéries (activité
antibactérienne), les mycetes (activité antimycosique), les virus (activité antivirale),
ou les parasites (activité antiparasitaire). Dictionnaire encarta

Hypoglycémiant :L'hypoglycémie (ne pas confondre avec hyperglycémie) est une
concentration en sucre dans le sang (glycémie) anormalement basse, associée a des
symptomes témoignant du fonctionnement anormal du cerveau.(Stedmanetzal.,2005)

Cholérétique : est un médicament que 1'on prend lors d'une insuffisance biliaire.Dictionnaire
encarta

Syndromed'entrailleirritable : le syndrome simplement mis et irritable d'entrailles est
mangque de coordination entre les deux points, le bassin et le sphincter. (Anonyme, 2005)

(Edéme : Gonflement d’un organe ou d’un tissu di a une accumulation visible ou palpable de
fluide dans le tissu interstitiel. (Leurselleetal.,2004)

Gavage : Est une technique d’alimentation forcé pratiquée chez I’homme et I’animale.
Dictionnaire encarta



Resume

Le présent travail a porté surla recherche des principaux métabolites secondaires ainsi que
I’évaluation des activités hypoglycémiante, anti-inflammatoire, antispasmodique et
antimicrobienne de deux types d’extraits de Cymara scolymusL (extrait aqueux et extrait

éthanolique).

Le screening phytochimique a révélé la présence des flavonoides, des tanins, des saponosides,

des glucosides desanthocyanes et I’absence des coumarines et desmucilages.
L'étude toxicologique a révélé que les feuilles de l'artichaut ne présentent aucune toxicité.

L'étude de l'activité hypoglycémiante a montré que les deux extraits de la plante réduisent le taux
de sucre chez les lapins. Cet effet hypoglycémiant est comparablea celui du Diabinil®

(médicament de référence).

L’évaluation du potentiel antimicrobien des extraits de la plante a révéléun moyen effet
inhibiteur sur la croissance de la souche bactérienneSarcinalutea(ZI=25mm), un faible effet
inhibiteur sur les souches Pseudomonasaeruginosa, Staphylococcusaureus et Bacillussubtilus,
alors que les souches Escherichiacoli, Staphylococcusepidermidis et Candidaalbicans se sont

révélées totalement résistantes vis-a-vis des extraits de l'artichaut.

L'évaluation de l'activité anti inflammatoire a montré que l'extrait aqueux réduit 1'oedéme
provoqué chez les souris. Cette activité anti inflammatoire est remarquable et comparable a celle

du Diclofenac®.

Un effet antispasmodique de l'extrait aqueux est mis en évidence. Le pourcentage de

diminution des spasmes augmente avec l'augmentation de la dose de 1'extrait administreé.

Mots clés :Cynara scolymusL,activité hypoglycémiante, activité anti-inflammatoire, activité

antimicrobienne, activité antispasmodique.
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Summary

This work concerned the research of principal the secondary metabolites as well as the
evaluation of the hypoglycémiante activities, anti-inflammatory drug, antispasmodic and

antimicrobic effectof two types of extracts of Cynara scolymus .

Screening phytochimic revealed the presence of the flavonoides, tannins, the saponosides,

glucosides of the anthocyanes and the absence of coumarins and mucilages.

The extract of the vegetable powder of artichoke does not have any toxicity.Their
hypoglycémiante activities, antispasmodic and anti-inflammatory drug are remarkable and
comparable with those of the reference products (Diabénile and Diclofenac respectively).The
antimicrobic activity with respect to the stocks tested (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus epidermidis, and

Sarcinalutea) is fairly inhibiting for the EA and slightly inhibiting for L extracts ethanolic.

Key words:Cynara scolymus L, phytochemistry, toxicity, hypoglycémiante activity, anti-

inflammatory drug activity, antimicrobic activity, antispasmodic activity.






Introduction

Introduction

Les vertus thérapeutiques des plantes ont été expérimentées depuis lors et leurs précieuses
caractéristiques se sont transmises oralement de génération en génération ou consignées dans
les vieux écrits. Les remedes de bonne réputation ont prévalu malgré le développement de la
médecine moderne qui est venue marginaliser le recours aux techniques médicales naturelles

(Tchamdja, 1995).

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80 % de la population des pays en voie de
développement ont recourt presque exclusivement a la médecine traditionnelle pour ses

besoins de santé primaires(Kansole, 2009).

En Algérie, les plantes médicinales et les remédes a base de plantes n’ont jamais été
totalement abandonnés et les gens n’ont jamais cessé¢ de faire appel a la médecine
traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le

développement spectaculaire de la médecine moderne (Hamza, 2011).

®our cela nous nous sommes intéressées a une plante médicinale, 1’artichaut(Cynara
scolymusL.) de la famille des Astéraceae. Cette plante est une variété de chardon apparue par
mutation spontané dans les cultures ou elle est utilisée comme un remeéde naturel anti-
diarrhéique, hypoglycémiante, coagulante, stimulante... (Baba aissa, 2011).Des extraits de
l'artichaut ont ét¢ employés contre des plaintes de foie (Gebhardt, 1997 ; Chinou et
Harvala, 1997) et pour régénération de foie (Adzet et al., 1987 ; Preziosi, 1962).
Les artichauts montrent une capacité antioxydante ¢élevée (Wu et al., 2004;Halvorsen et al.,
2006).Des ¢études récentes ont fourni une base d'évidence pour leur efficacité en conditions
telles que la dyspepsie (Marakis et al., 2002 ; Holtmann et al., 2003) et syndrome
d'entrailles irritables (marcheur et al., 2001 ; Bundy et al., 2004).Des études invivo et invitro
ont montré une action inhibitrice de la biosynthése de cholestérol dans les hépatocytes par des
extraits de l'artichaut(Gebhardt, 1995, 1997, 1998).Les feuilles sont en particulier connues
dans le folklore pour leur potentiel thérapeutique comme diurétiques et

antimicrobiennes(Fratiannet al., 2007).

MNotre étude a pour but de valoriser et de confirmer les vertus de cette plante.
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Introduction

Pour cela nous avons procédé a :

» L’étude phytochimiquequi consiste en un screening chimique de I’extrait aqueux des
feuilles de l'artichaut.

» L’étude biologique portant sur I’effet antimicrobien, anti-
inflammatoire,hypoglycémiante, antispasmodique et I'étude toxicologiqueduCynara

scolymus.
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I .1.Phytothérapie

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques : phyton
et thérapeia qui signifient respectivement plante et traitement. La phytothérapie peut donc se
définir comme étant un traitement ou une prévention de certaines maladies par 1’usage des

plantes(Anton et Wichtl, 2003 ; Zeghad, 2009).
I.1.2.Place de la phytothérapie en Algérie

En Algérie la phytothérapie est utilisée depuis longtemps dans le secteur de la
médecine traditionnelle et leur utilisation s’inspire d’expériences de la population ainsi que

de la médecine arabe classique (Benhouhou, 2005).

Aujourd’hui, I’utilisation des plantes ne suit pas des régles précises et ne tient pas
compte des nouvelles exigences de la thérapeutique actuelle. Beaucoup de recherches se sont
intéressées a I’étude des plantes utilisées en médecine traditionnelle, parmis les travaux le
plus récent publié sur les plantes médicinales est les livres écrits par Beloued(1998) et

BabaAissa.
1.2. Plante médicinale

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou
soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une
partie posséde des propriétés médicamenteuses (Farnswortheral., 1986). Envions 35000

especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales (Elqajet al., 2007).
L.2.1.Intéréts de I’étude des plantes médicinales

La plus part des especes végétales qui poussent dans le monde posseédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie : elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin,

2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'élaboration
des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement

comme agents thérapeutiques, mais aussi comme mati¢res premieres pour la synthése de
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médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs (Fouché

etal .,2000).
1.2.2.Mode de préparation des plantes médicinales

L’utilisation la plus traditionnelle des plantes médicinale est la tisane qui est un terme
plus technique pour la majorité des préparations, telle que les infusions et les décoctions

(Scimeca et Tétau, 2008).

» Infusion : Est une méthode d’extraction des principes actifs ou des aromes d’un
végétale par dissolution dans un initialement bouillant.(Hanset al.,2007)

» Décoction : est une préparation des parties les plus dures ou ligneuses de la plante,
généralement les racines et les écorces que 1’on fait bouillir pendant un laps de temps
variable a une température ambiante (Scimeca et Tétau, 2008).

» Macération : est une préparation pour laquelle nous avons laisse longuement tremper
les plantes dans un liquide froid (Eau, Huile, Alcool, Vinaigre...). En macérat dans
I’eau la plante est mise a macérer quelques heurs ou toute la nuit, en macérat dans
d’autres solvants, la plante est laissée macérer pendant au maximum 15 jours et les
préparations se gardent plus longtemps (Lacoste, 2011).

> Poudre végétale : Les plantes médicinales peuvent étre préparées sous forme de
poudre obtenue par pulvérisation dans un mortier ou dans un moulin, peuvent
s’utiliser pour un soin tant interne qu’externe. Les poudres sont parfois comprimées

en cachets et parfois utilisées telles quelles (Ali-Dellile,2007).

D’autres formes galéniques peuvent remplacer les plantes telle que les gélules
d’extraits de plante ou de poudre de plante, les ampoules buvables, les sirops, les macérates
glycérinées et les suspensions de plantes fraiches (Poletti, 1982). Pour les applications

cutanée, on utilise des crémes ou des pommades a base de plantes (Peltet al., 2007).
I .2.3. Principaux composés actifs des plantes

Les plantes possedent 1’originalité de produire un nombre important de différents
types de molécules. Ces derniers constituent une source naturelle de composés pour ’Homme
dans des domaines variés. Parmi ces composés se trouvent les métabolites secondaires qui
sont un groupe diversifi¢ de molécules impliquées dans I’adaptation des plantes a leurs

environnements. Ils peuvent étre classés en plusieurs grands groupes, parmi ceux-ci les
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terpénoides, les composés azotés dont les alcaloides et les composés phénoliques

(Boufennara, 2012).
> Les composésphénoliques

I1s sont des molécules possédant un ou plusieurs fonction phénoliques c’est-a-dire un
ou plusieurs cycles (noyau) benzéniques portant un groupement hydroxyle libre ou engagé

dans une fonction ester, éther ou hétéroside (Krief, 2003).
» Les Flavonoides

Ils sont des combinaisons naturelles de phénol avec des noyaux aromatiques. En
fonction de leur structure et du degré d’oxydation, ils se divisent en flavonols, flavones et
flavonones(Guignard, 2000). Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des
végétaux. Presque toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles. Ils sont également présents dans la cuticule épidermique des
feuilles, assurant la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet

(Bruneton, 1999).
» Les Anthocyanes

Ce sont des pigments végétaux hydrosolubles de couleur rouge, violette ou bleue. Ils
sont caractéris€s par une génine comportant un noyau flavylium (2phénylbenzopyroxonium).
S’accumulent dans les vacuoles des cellules les plus externes (épiderme et hypoderme), leur

role est attractif pour les insectes (Bruneton, 1993).
» Les Tanins

Sont des molécules naturellement synthétisées par les plantes en réponse aux
différents stress biotiques et abiotiques. Ils sont présents approximativement dans 80% des
plantes ligneuses et dans 15% des plantes herbacées (Frutoser al., 2002 ; Sliwinskier
al.,2002) existent dans presque chaque partie de la plante ; écorces, bois, feuilles, fleurs et
racines (Cowan, 1999). Ils sont classés en deux grands groupes ; les tanins hydrolysables ou

tanins galliques et les tanins condensés.

Les tanins hydrolysables sont des oligo ou poly-esters formés d’un sucre comportant
plusieurs liaisons esters avec des acides galliques.Comme leur nom 1’indique, ces substances

s’hydrolysent facilement en milieu acide et alcalins et sous 1’action d’enzyme pour donner

5
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des glucosides et des acides galliques. Les tanins condensés ou tanins non hydrolysables sont

des oligomeéres ou des polymeéres d’unités flavonoides (Brunet, 2008).

Les tanins ont une trés haute affinité pour les protéines et forment des complexes
protéines-tanins qui se fais par I’intermédiaire des liaisons hydrogenes entre les groupements

OH et NH; des protéines et les OH phénoliques des tanins (Guignard, 1996).
> Les coumarines

Ce sont des substances naturelles organiques aromatiques. Elles sont des 2H-1-
benzopyran-2-ones qui peuvent étre considérées en premier approximation comme une
lactone de 1’acide 2-hydroxy-Z-cinnamique. Elles sont fréquemment hydroxylées en position
7 et ces hydroxyles peuvent étre méthylés ou engagés dans une liaison hétérosidique. Pres
d’un millier de coumarines naturelles ont décrites, elles sont treés largement distribuées dans
le monde végétal. Elles sont responsables de la phototoxicité de certaines espécesvégétales,
qui se manifeste par une dermite aigué. Le bergapténe7 est d'ailleurs utilis¢é pour ses
propriétés photodynamisantes dans le traitement du psoriasis, et certaines coumarines sont

aussi utilisées dans les produits solaires. (Krief, 2003)
> Les terpénes

Ce sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte.
Ces substances organiques font partie des métabolites secondaires les plus répandus dans la
nature. En effet, plus de 36.000 structures différentes ont ét¢ identifiées. Ils sont appelés aussi
isoprénoides car leur dégradation thermique libére le gaz isopréne. Plusieurs sont isolés a

partir des fleurs, des tiges, des racines et différentes parties des plantes (Bruneton, 1999).

Les terpénoides sont distingués dans les différentes classes selon le nombre des unités
isopréniques qu’ils contiennent. L’unit¢ de numération est basée sur le premier terpénoide
isolé en 1850 qui était un C10 les monoterpénes, diterpenes (C20), triterpénes (C30),
tétraterpénes (C40) et les polyterpenes (>C40) (Malecky, 2006).

Parmi les tritepénes se trouvent les saponosides qui sont appelés aussi les saponines,

ils constituent un vaste groupe d'hétérosides trés fréquents chez les végétaux.
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Se caractérisent par des effets tensio-actifs leur conférant la propriété de former des solutions
moussantes lorsqu'ils sont dissous dans I'eau. Les saponosides sont des hétérosides a génine,
ils peuvent étre classés en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut é&tre
stéroidique ou triterpénique. Les saponosides jouent un role de défense du végétal contre les
pathogénes microbiens et présentent des  propriétés antitussives, anti-cedémateuses,

analgésiques et hémolytiques (Krief, 2003).
> Les Alcaloides

Ce sont des composés organiques azotés, basique, pharmaceutiquement trés actifs.
D’origine naturelle et de distribution restreinte, les alcaloides existent sous forme de sels
solubles (citrate, malate et benzoate) ou sous forme d’une combinaison avec les tanins. Ils
sont synthétisés a partir des plantes supérieures pour la protection contre le stress et les

herbivores (Bruneton, 1999).
L.3.L’ARTICHAUT : Cynarascolymus L.
1.3.1.Généralités

Au début de I’ére chrétienne, 1’artichaut était déja cultivé et bien connu, la mise en
culture date du premier siecle aprés J.C. en Andalousie et enTunisie (Foury,1997). L’espece
est pérenne et est multipliée normalement par voie végétative.Toutefois, au début de sa
culture, elle était vraisemblablement multipliée par graines. La transition vers la
multiplication végétative aurait ét¢ le résultat de la fixation de Certains types particuliers

ayant une bonne aptitude a s’adapter dans diverses aires de Culture (Foury, 1978).

Les Egyptiens cultivaient déja l'artichaut dans la haute Antiquité. Les Grecs et les Romains
l'ont importé et s'en sont servis pour favoriser la digestion et pour traiter les troubles
hépatiques et rénaux. Dans la médecine traditionnelle européenne, les feuilles d'artichaut sont
employées depuis longtemps, et encore aujourd'’hui, pour stimuler l'activité rénale et la
sécrétion biliaire. La plante entre dans la composition de nombreuses préparations
traditionnelles destinées a stimuler la production de bile. On s'en est beaucoup servi pour

préparer des boissons apéritives. (Marakis, 2002).
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-Etymologie

Le nom botanique de I’artichaut est dérivé en partie de la tradition de la fertilisation
de la plante avec des cendres (latin :cinis, cineris),et en partie de mot grec skolymos ,
signifiant " thiaste " des épines trouvées sur les bractées qui enferment la fleur formant la

partie comestible de la plante (Lattanzioet al.,2009).
I1.2.Noms vernaculaires
11 existe plusieurs noms pour Cynarascolymus L. a travers le monde :

En Espagne : Alcachofa (Dridi, 2003).

En Allemande: Artishoke (Dridi, 2003).

En Italie: Carciofo (Dridi, 2003).

En France : L’artichaut (Dridi, 2003).

En anglais : Artichauke (Dridi, 2003).

En arabe : harsciof (Dridi, 2003).

En Algérie : alkarchof (Baba-Aissa, 2011).

1.3.2.Systématique
L’artichautest classécomme suit (Spichigeretal., 2005):

Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre :Asterales

Famille : Asteraceae
Genre :Cynara

Espece :CynarascolymusL.
1.3.3.Description botanique

L’artichaut est une plante potagere vivace, atteignant deux metres dehauteur .il est
cultivé pour ses capitules (Lippertetal., 2008 ; Mazoyer, 2002). C'est une plante herbacée
pérenne issue de la domestication de ’espeéce Cynarascolymus. vivant a 1’état spontanée dans
certaines régions de I’Europe méridionale (Sardaigne, Espagne) et en Afrique du nord

(Peron, 2006 ; Romani et al., 2006).
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> Tiges : raides et anguleuses, couverte de feuilles blanchatres et duveteuse sur la face

inferieure se termine par un légume comestible.(Fig.1)(Bartels, 2001).

Figurel : Tiges feuillées de I’artichaut (originale, 2013)

» Feuilles : sont grandes et lobées, velues et blanchatres sur leur face supérieure.

Jusqu’ a 80 cm de long et 40 cm de large, souples devenant glabre, revers tomenteux

gris blanc. (fig.2)(Baretels, 2001)

Figure2 :Feuilles de I’artichaut (originale 2013)

> Les inflorescences : sont des capitules solitaires de grande taille (jusqu’ a 15 cm de
diametre) dont les bractées, charnus a la base, sont comestibles comme le réceptacle
(Jeanmonod, 2006)

> Les fleurs :sont tubuleuses, de couleur jaune bleu violacé. Elles sontarrondis a
cylindriques, réceptacles accrescents, charnus et comestible, bractées fixées comme

les tuiles d’un toit, ovales ou triangulaires épaissies a la base, sans ¢épine.

(fig.3)(Bartels,2001).
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Figure3 : Inflorescence (capitule) de I’artichaut (anonyme, 2009)

> Les fruits :

Elles sont des akénes ovoides quadrangulaires glabre .de langue aigrette blanche de 1 cm de

longueur. (fig.4) (Bartels, 2001)

Figure4 : Fruits de I’artichaut (anonyme, 2009)

1.3.4.Composition et valeur nutritionnelle

L’artichaut est une source ¢levée de fibres avec 4.7 g pour un artichaut de taille
moyenne, ils sont constitués de substances qui ne sont pas digérées par 1’organisme

(Bedard et al., 2006).

La valeur nutritive globale du cceur d’artichaut est comparable, sinon supérieure a
celle de la majorité des cultures maraichéres. Il possede une valeur énergétique élevée (47
Kcal/100g). 11 est riche en protéines (2.9 a 3.27 g/100g), en sucres (10.50g/100g), en sodium
(94mg/100g), en calcium 44.05mg/100g) et en fer (1.51mg/100g). Il constitue également un
apport important en vitamines B, B2, B3, Bs, B et en acide folique (Dridi, 2003 ; Favieret

al.,1995).L artichaut est une excellente source de vitamine C (60 a 100mg/ kg) etprovitamine

10
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A, de potassium et de magnésium (Favier et al., 1995 ; Bouchet eta.1,2009) 1l est aussi riche
encynarine (substance amere et aromatique) utilisée dans la fabrication médicamenteuse,
ainsi que de nombreuses enzymes, des acides alcools (malique, lactique, citrique), des acides

phénols, des flavonoides et de I’inuline (Arnal-Schnebelen,2007 ; Bouchet e al,2009 )
1.3.5.Intérét thérapeutique

La partie consommée de D’artichaut est le réceptacle floral avec une partie du
pédoncule. Ce légume est nutritif, il est riche en vitamines, calcium, potassium, phosphore,

fer et sodium (Skiredj et al., 2003).

En phytothérapie ce sont les feuilles qui sont utilisées (Girre, 2006). Elles
contiennentdes principes actifs tels que I’inuline, I’acide chlorogénique (composé phénolique
principal), 1’apigénine et la litéoline(sont des flavones) (Gil-Izquiedo, 2001).Ces principes
actifs permettent de lutter contre la perte d’appétit, le jaunisse et stimuler la sécrétion biliaire

(Bouchet, 2009).

Dans la médecine traditionnelle européenne, les feuilles d'artichaut étaient utilisées
comme diurétique pour stimuler le fonctionnement des reins et comme cholérétique pour

activer I'écoulement de la bile(Kraft, 1997).

La prise d'extrait d'artichaut peut diminuer le cholestérol jusqu'a 40% (Gebhardt,
1998 ; Rodrigez et al. ,2002)et les triglycérides d'environ 20 %. L'artichaut est un bon
aliment pour les diabétiques, il favorise la baisse du taux de sucre dans le sang(FredoBio,
2007),stimule la digestion des graisses, soulage les spasmes gastro-intestinaux et biliaires et

les troubles digestifs mineurs ou les symptomes du colon irritable(Pittler et al.,,1998)

Selon Delille(2010),1’artichaut favorise une bonne circulation du sang et pourrait étre

utilisée comme hépato protecteur chez les cirrhotique (Gebhardt, 1997 ; Duverger, 2009).

Les feuilles d’artichaut, en plus de leurspropriétés diurétiques, sont utilisées
¢galement dans le traitement de 1’hydropisie (cedéme) et des rhumatismes (Hammouda et
al., 1993) En outre, le contenu en chrome de I’artichaut, estimé a 7.6 ppm, pourrait étre utilisé

dans le traitement de diabétes type II .(Muller et al., 1988).

11
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Les divers organes de I’artichaut (feuilles, graines et fleurs) ont montré différents
niveaux de polyphénol, flavonoide et ont condensé le contenu de tannin et l'activité

antioxydant(Falleh etal., 2008).

Les feuilles de I’artichaut ont montré une puissance intéressante contre plusieurs bactéries
pathogénes humaines, probablement dues a leur composition phénolique spécifique. Comme
espece diététique, I’artichautsemble non seulement intéressant en ce qui concerne son activité
antibactérienne, mais également comme bonne source des polyphénols de santé (Falleh et

al., 2008).

12
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Le travail expérimental a été réalisé au sein de la filiale ANTIBIOTICAL de
I’Entreprise de Fabrication des Produits Pharmaceutiques SAIDAL de Médéa au
niveau du laboratoire de microbiologie, de physico-chimie et de
pharmacotoxicologie.et au sein de département de chimie facult¢ de SAAD DAHLEB
laboratoire de chimie . La durée du stage est de deux mois (du 10 Avril au 10juin

2013).
I1.1.MATERIEL

I1.1.1.Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur les feuilles de I’artichaut Cynarascolymusl de la
région de Ain defla,Les feuilles ont été récolté¢ selon la méthodede Bosson(2007)en

pleine floraison (fin de printemps) leséchage s’est fait a I’ombrea 1’abri de ’humidité.

L’identification botanique de l’espéce a ¢été faite au département de botanique de

I’Ecole National des Sciences Agronomiques (ENSA) d’Elharrache.

Les feuilles séchées sont broyées a I’aide d’un moulin électrique et la
conservation de la poudre s’est faite dans des boites en verre teintées hermétiquement

fermées.

I1.1.2.Matériel animal

Pour la réalisation de notre expérimentation, nous avons utilisé des animaux de
laboratoire qui ont été ¢élevés au niveau du laboratoire de Pharmacotoxicologie, unité
Animalerie du complexe ANTIBIOTICAL de SAIDAL, il s’agit des lapins Albinos et
des souris NMRI

> Les lapins

Au total, 18 lapins de souche Albinos de sexe male et femelle sont utilisés pour
I’é¢tude de I’activité hypoglycémiante. Le poids des animaux varie entre 2000 a 3200

grammes(Fig.05).
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Figure 05: Lapins Albinos (Original, 2013).
2 Les souris

Au total, 69 sourisde souche NMRI (Naval MédicalResearch Institute) d’origine
SWISS, de sexe male et femelle sontutilisées (fig06) .Le poids moyens des souris est

de25¢g:
* 24souris ont servis a 1’étude de I’activité anti inflammatoire.
* 25 sourisont servisa 1’é¢tude de 1 activité antispasmodique.

* 20 sourisont servisa 1’¢tude toxicologique.

Figure 06: Souris N.M.R.I (Original, 2013).
2» Condition d’élevage

Les animaux sont maintenus dans [’animalerie de pharmacotoxicologie du
complexe ANTIBIOTICAL de SAIDALdans des cages en inox pour les lapins et dans

des cages en makrolon avec grilles en inoxpour les souris, avec certaines conditions :

+ Température ambiante de 20 a 24C°.
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+ Eclairage de 10 heures/jours.
+ Taux d’humidité de 50 a 70%.

» Alimentation des animaux

Les animaux sont maintenus a libre acces a la nourriture et a I’eau. Les aliments
sont des granulés de composition équilibrée, 1’eau de boisson potable est renouvelée

quotidiennement.
I1.1.3.Les microorganismes

Les microorganismes utilisés dans 1’étude de I’activité antimicrobienne sont des
souches bactériennes référenciées ATCC (American Type Culture Collection) avec une

souche fongique (Candida albicans)

Le tableau 1 regroupe les caractéristiques des différentes souches microbiennes

utilisées.

Tableau I: caractéristiques des souches microbiennes utilisées.

Les souches Référence Coloration de Gram
Staphylococcus ATCC 12228  Bactérie Gram (+)
epidermidis

Staphylococcus aureus ATCC 6538  Bactérie Gram (+)

Bacteries Sarcinalutea INS pasteur Bactérie Gram (+)
Bacillus subtilus ATCC 6633 Bactérie Gram (+)
Pseudomonas aeruginosa ~ ATCC 27853 = Bactérie Gram (-)
Escherichia coli ATCC 10536 @ Bactérie Gram (-)
Champignons Candida albicans ATCC 10231 -
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II.2.METHODES

I1.2.1.détermination du taux d’humidité de la poudre végétale de Cynara

scolymus :

Le taux d’humidité, de la poudre végétale(la poudre des feuilles seches), a été
déterminé par le procédé de dessiccation a une température de 105° C dans une étuve

ventilée jusqu'a I’obtention d’un poids constant (Linden et Lorient, 1994).

Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage.
P; : poids initial de la poudre mise a sécher.
Pr : poids final apres séchage.

I1.2.3.Préparation des extraits

» Extrait aqueux(EA)
20g de poudre végétale sont ajoutées a 100ml d’eau distillée bouillante,Apreés 15mn
d’infusion il faut filtrer .Le filtrat est ajusté¢ a 100ml avec 1’eau distillée.

» Extraitéthanolique

Nous avons mis 50 g de poudre en présence de 500mlde mélangeeau/éthanol 96°
(v/v) sous agitation pendant 72h. Apres filtration sur du papier Watman®
etévaporation du solvant a 1’évaporateur rotatif (marque Biichi 400R) sous pression

réduite et a40°C, les extraits séchés sont pesés et conservés au congélateur a 4°C.
I1.2.4.Recherche des métabolites secondaires

La mise en évidence des métabolites secondaires est faite par la méthode de

réaction en tubes. Les résultats sont classés comme suit :

= Test négative (absence) : -

= Réaction (positive) : +
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Les testes sont effectué soit sur la poudre, soit sur un extrait aqueux

> Recherche des flavonoides

Smld’EA de Cynara scolymus sont versées dans un tube avec Sml d’HCL, un
coupeau de Mg et 1ml d’alcool isoamylique (isobutanol) .La réaction dure 3 min, en

présence des flavonoides, se développe une coloration rouge (Bruneton, 1999).
» Recherche des saponosides

A2mld’E A de la poudre végétale sont ajoutées quelques gouttes d’acétate de
plomb.La formation d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.(Ciulcl,

1982 ; cité parDjemai, 2009).
> Recherche des tanins

A5ml d’EA de la poudre végétale sont ajoutés 2ml d une solution de trichlorure
de fer (FeClI3) a 5 %. Laréactiondonne une coloration verdatre ou bleu vert en

présence des tanins.(Trease et Evans, 1987 ; cité¢ parBougandoura, 2011).

» Recherche des Anthocyanes
a 5Sml d’E A de la poudre végétale sont ajoutés 2 ml d’Hydroxyle d’ammoniac
concentré (NH4 OH).La formation d’une coloration rouge indique la présence des

anthocyanes. (Ciulcl, 1982 ; cité parDjemai, 2009).
» Recherche des Alcaloides

Sml d’E A de la poudre végétale sont ajouté a 3ml d’acide sulfurique concentré
(H2SO4) et 5ml d’une solution d’iode Mercurate de potassium (réactif de Valser
Mayer). En présence des alcaloides, la réaction donne un précipité blanc jaune (Diallo,

2005).
> Recherche des glucosides :

A 1ml d’E A de la poudre végétalesont ajoutés 2 ml d’acide sulfurique concentré
(H2SO4). Le développement d’une coloration rouge brique puis violette indique la

présence des glucosides (Dif, 2011).

> Recherche des Coumarines :
A 2ml d’E A de la poudre végétalesont ajoutés20 ml d’éthanol. Le tout est laissé au
bain Marie a 60°C pendant 20 mn. Apres refroidissement, Sml de chaque mélange

sont versés dans un tube a essai. Ensuite, 10 gouttes de KOH et 1.5 mld’HCI a 10%
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sont ajoutés dans le tube. L’obtention d’un milieu faiblement acide indique la
présence des coumarines (Ciulei, 1982 ; cit¢ par Bouzid, 2009).

> Recherche des mucilages

Iml ’E A de la poudre végétalesont ajoutés a 5 ml d’éthanol absolu.
L’obtention d’un précipité floconneux apres agitation indique la présence de mucilage

(Dif, 2011).

I1.2.5.Etude toxicologique
A fin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était
nécessaire de réaliser des essais de toxicité, pour cela, nous avons testé 1’extrait de
I’artichaut CynarascolymusL. sur 20 souris.
>  Mode opératoire
Nous avons utilis¢ des souris de méme sexe (male) et de méme poids, dont le poids
moyen est de 25g et qui sont dans les mémes conditions d’expérimentation. Nous
avons testé¢ quatre doses déférentes d’EA de la poudre végétale a raison de 0.5

ml/souris (Pharmacopée Européenne, 2005).

Les souris sont répartis de maniére aléatoire en quatre lots de cinq souris/ lots. Toutes

les souris sont soumises a jeun 18 heures avant expérimentation.

» Lot 1: chaque souris recoit par voie oralel’EAa 5%a raison de 0,5ml par
souris.

= Lot 2 : chaque souris recoit par voie orale I’EA a 10%a raison de 0,5ml par
souris.

» Lot 3 : chaque souris recoit par voie orale I’EA a 15%a raison de 0,5ml par
souris.

= Lot 4 : chaque souris recoit par voie orale I’EA a 20%a raison de 0,5ml par

souris.

Les souris sont mises sous surveillance pendant deux semaines.
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I1.2.6.Etude des activités biologiques
I1.2.6.1.Activité hypoglycémiante

> Bute et principe :

Le but est la mise en évidence de I’effet hypoglycémiant des différents extraits
de cynarascolymus sur des lapins rendus hyperglycémiques pour un temps limité
(2 heures) par une charge glucosée.

Le protocole expérimental est inspiré a partir des travaux de Lawson al. (1997) et
Keita et al. (1998), qui ont travaillé sur des lapins quisont soumis a jeline non
hydrique L’épreuve hyperglycémiante est réalisée par ’utilisation d’une solution
aqueuse de D+ glucose monohydrate pure (C6H1206 H20) a 50%, a raison de 2g
de glucose/kg de poids de I’animal (Keita et al., 1998). Ensuite, les animaux ont
recu par gavage 2 g par kg de poids corporel du D(+)-glucose dissout dans 7mL
d’eau distillée, afin de provoquer I’hyperglycémie (HGPVO).

» Répartition des lots de lapins

Les lapins sont répartis de manicre aléatoire en six lots a raison de trois lapins /

lot. Tous les lapins ont été soumis a jeun 18h avant I’expérimentation.

» Lots témoins
Lot 1 : Lapins sains non traités (témoin sain).
Lot 2 : Lapins en état d’hyperglycémie et non traités (témoin -).
Lot3: Lapins en ¢état d’hyperglycémie traités par un médicament

hypoglycémiant Glibenclamide (Diabenil®) 4 raison de 10mg/Kg. (témoin +).

» Lots traités par les extraits duCynarascolymus.
» Lot 4: Lapins en état d’hyperglycémie traités par 2 ml/Kg d’extrait
éthanolique de I’artichaut a 10%
» Lot 5: Lapins en état d’hyperglycémie traités par I’EA de la poudre
végétale a 5% a raison de 2ml/Kg.
# Lot 6: Lapins en état d’hyperglycémie traités par ’EA de la poudre

végétale a 10% a raison de 2ml/Kg.

La répartition des différentes doses administrées chez les lapins est représentée dans le

tableau II(Annexe?2).
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> Administration des traitements

Les extraits de la planteont été administrés aux lapins par gavage 15mn avant
I’épreuve hyperglycémiante(Lawson efal., 1997). Le produit de référence
Glibenclamide (Diabenil®) a ét¢ administré aux lapins 60 mn avant I’épreuve
hyperglycémiantepour faire coincider le moment d'activité maximum hyperglycémiant
de la surcharge de glucose avec celui d'activit¢ maximum hypoglycémiante du

médicament (Keita et al., 1998).

Le gavage des lapins, est réalisé a I’aide d’une seringue en plastique équipée

d’une sonde cesophagique (sonde gastrique) (Fig.07).

Figure 07 : Gavage des lapins a 1’aide d’une seringue en plastique équipée d’une

sonde cesophagique (Original, 2013).

» Détermination de la glycémie

La détermination de la glycémie est faite a 1’aide du glycométre (appareil de
mesure de glycémie « On Call® Plus »). Une goutte de sang (2ul) est prélevée par
ponction au niveau de la veine marginale de ’oreille avant le gavage pour déterminer
la glycémie de chaque lapin a Ty puis a 30, 60,90,120, 150, 180, 210 et 240 minutes
apres le gavage de la surcharge de glucose (Fig.08).

La goutte de sang ponctionnée est déposée sur la zone active de bandelette, la
lecture de la glycémie se fait automatiquement 10 secondes apres(Fig.08b), le résultat

est exprimé en g/1.
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1970/01/06

Figure 08 :Prélévement du sang et détermination du taux de la glycémie.
(Originale, 2013).
a : Prélévement du sang au niveau de la veine de la veine marginale de ’oreille,

b : Détermination du taux de la glycémie).

11.2.6.2.Activité anti-inflammatoire
» Principe

Le test est réalisé sur I’cedéme de pattes postérieures gauches des souris, provoqué

par I’injection de carraghénine selon la méthode de Winteret al. (1962),
le protocole expérimental a été inspiré a partir de celui de Ndiayeet al.(2006).
» Mode opératoire

Les souris sont réparties de manicre aléatoire en quatre lots a raison de six
souris / lot, a savoir, quatre lots traités et deux lots témoins. Les souris des quatre lots
sont mises au jeun pendant 18 heures avant 1’expérimentation. Pour chaque souris de
chaque lot, I’épaisseur initiale (au temps Ty) de la patte postérieure gauche est mesurée
a I’aide d’un pied a coulisse. Le gavage des souris par I’infusé de la poudre est réalisé a

I’aide d’une seringue en verre équipée d’une sonde cesophagique (Fig.09).

» Lots témoins
i Lot 1: Souris gavées par 0.5 ml d’eau physiologique. (t¢émoin négatif).
B Lot 2: Souris traitées par 0.5 ml d’un anti-inflammatoire (Diclofinac®).
(témoin positif)
» Lots traités par I’extrait aqueux de I’artichaut.

# Lot 3 :Souris traitées par ’EA a 10 % a raison de 0.5 ml/ souris.
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® Lot 4 : Souris traitées par ’EA a 20 % a raison de 0.5 ml/ souris.

Figure 09 : Gavage des souris a I’aide d’une seringue en verre équipée d’une sonde

cesophagique. (Original 2013).

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0.1 ml d’une solution de
carraghénine a 1% sous la peau de la patte postérieure gauche de chaque souri 30 min

aprés I’administration du traitement.

L'évolution de l'eedéme de la patte postérieure gauche est déterminée a 30, 60,
90, 120, 150, 180 et 210 mn apres I’injection de la carraghénine par la mesure de

I’épaisseur a I’aide d’un pied a coulisse.
> Expression des résultats

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de
I’augmentation et de la réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport au

témoin négatif.

Le pourcentage de 1’augmentation de 1’cedéme (AUG%) est calculé par la relation

suivante :

Epaisseur delapatteautempsT— Volumeinitial (VO0)

Volumeinitial (VO)

AUGY = x 100

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme (INH%) est calculé par la relation suivante :

INH% = AUGY% témoin négatif— AUG% traité>< 100
o AUGY% témoin
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11.2.6.3.Activité antimicrobienne

La méthode utilisée pour mettre en ¢évidence une éventuelle activité
antimicrobienne des extraits de I’artichaut est la méthode de diffusion a partir d’un
disque solide qui est la méme que celle adoptée pour tester les antibiotiques

(antibiogramme) en remplacant I’antibiotique par les extraits de la plante.

Au total, six souches bactériennes référenciées ATCC (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilus, Escherichia coli, Sarcinalutea et

Pseudomonas aeruginosa) et la souche fongique (Candida albicans) sont testées.
» Principe

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien
(produits a tester) en milieu solide. L’effet du produit antimicrobien sur les
microorganismes est apprécié¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du
diametre d’inhibition la souche microbienne sera qualifiée d’étre sensible ou résistance

au produit testé(Broadaskyet al., 1976 ; cité par Bougandoura, 2011).
» Préparation de ’extrait queux

Dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distillée bouillie, nous ajoutons 1g de
poudre végétale puis le mélange est agité énergiquement. Le tube est mis dans une
étuve a 60°C pendant 15 mn pour stériliser I’infusé et éviter sa contamination. La

phase aqueuse est versée dans une boite de Pétri stérile.

» Préparationde I’extraitéthanolique

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, nous avons mis 10g de poudre en présence
de 60ml d’éthanol/eau distillée. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure puis

on filtre(Gobanet al, 2006).

L’extrait éthanolique est évaporé a sec et récupéré avec du myristate(Gobanet al,

2006).

» Préparation des suspensions microbiennes

Pour préparer une suspension microbienne, nous avons utilisé des cultures jeunes
de 18 a 24 heures pour les souches bactériennes et de 3 a 5 jours pourles souches
fongiques.La réactivation des souches est faite par prélevement, a I’aide d’une anse de

platine stérile, de la souche du tube de conservation (souche mére). La culture de cette
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souche s’effectue sur des milieux spécifiques pour chacune des souches. Les cultures
sont incubées a 37°C pendant 24h pour les souches bactériennes eta 25°C pendant 48h
pour les levures. 3 a 4 colonies identiques et bien isolées pour les souches bactériennes
(environ 10° germes / ml) sont prélevées a I’aide d’une pipette Pasteur stérile et
déposés dans des tubes avec des solutions physiologiques stériles. La suspension est

agitée pour homogénéiser.
» Milieux de cultures utilisés
Cinq milieux de culture sont utilisés :

e Milieu Hekteeine : c’est un milieu spécifique, utilis¢é pour I’isolement
d’Escherichia coli et de Pseudomonasaeruginosa.

e Milieu Chapman :c’est unmilieu spécifique, utilisé pour 1’isolement des
Staphylococcus aureus et les Staphylococcus epidermidis.

e Gélose nutritive : c’est un milieu général qui favorise la croissance de tous
les germes non exigent,il est utilisé ce milieu pour 1’isolement deBacillus
subtilus et de Sarcinalutea.

e Gélose Muller Hinton (MH): c’est un milieu général, favorise la
croissance de tous les germes, il est utilisé pour mettre en évidence 1’effet
antibactérien des extrait de notre plante.

e Gélose Sabouraud : c’est un milieu spécifique pour la culture des souches
fongiques (Candida albicans).

> Ensemencement

Les suspensions microbiennes sont ensemencées sur des boites contenant la
G¢élose nutritive pour les suspensions bactériennes et sur des boites contenants le
Gélose Sabouraud pour la suspension fongique. Chaque suspension microbienne est

ensemencée sur six boites a raison de trois répétitions par extrait.
» Dépot des disques

Des disques en papier absorbant de 9 mm de diamétre sont trempés dans les
solutions a tester jusqu’a saturation a I’aide d’une pince stérile. Trois disques sont
déposées sur la surface d’une boite ensemencée, les différentes boites sont étiquetées et

mises a incuber.
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» Expression des résultats

L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant a 1’aide d’une régle
lediameétre de la zone d’inhibition, déterminé par les différents extraits testés autour des

disques.

Selon une fiche technique a SAIDAL, les résultats sont exprimés comme

suivant :

= Extrait non inhibiteur : le diameétre de la zone d’inhibition est < 10 mm.

» Extrait faiblement inhibiteur la croissance des souches bactériennes : le
diametre de la zone d’inhibition est compris entre 10 et 16 mm.

= Extrait moyennement inhibiteur la croissance des souches bactériennes : le
diamétre de la zone d’inhibition est compris entre 16 et 28mm.

= Extrait fortement inhibiteur la croissance des souches bactériennes : le diamétre

de la zone d’inhibition est > 28 mm.
I1.2.6.4.Activité antispasmodique

L’effet  antispasmodique est évalué par le pourcentage de protection apres
administration des différentes doses de 1 EA a des souris auxquelles la douleur est
provoquée par 1’injection d’acide acétique a 1% par voieintra péritonéale.

» Protocole expérimental

Les souris sont réparties en cinq lots a raison de cinq souris par lot, a savoir trois lots
traités et deux lots témoins. Apres 30 min, les souris sont injectées par I’acide acétique

a 1% .puis on compte le nombre de spasmes pour chaque lot pendant 10 min.
Lots témoins :

Lot 1 : les souris sont injectées par I’eau physiologique, par voie intra péritonéale,

apres 30min, sont injectées par 1’acide acétique.

Lot2 : les souris sont Injectées par une solution de spasmodyl®0.22 g, par voie

intrapéritonéale, apres 30 minutes, les souris sont injectées par I’acide acétique.
Lots traités par ’EAde artichaut :

Lot 3 : les souris sont Injectées par voie intra péritonéale de 0.5 de I’extrait aqueux de

Cynarascolymus a 5 % apres 30 min, on injecte 0.2 ml de ’acide acétique.
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Lot 4: les souris sont Injectées par voie intra péritonéale de 0.5 de I’extrait aqueux de

Cynara scolymus a 10% apres 30 minutes, on injecte 0.2 ml de I’acide acétique.

Lot 5 : les souris sont Injectées par voie intra péritonéale de 0.5 de I’extrait aqueux de

Cynara scolymus a 15 % apres 30 minutes, on injecte 0.2 ml de ’acide acétique min.
Les étapes sont représentées dans le tableau suivant :

Tableaulll : Protocol d’évaluation de I’activité antispasmodique.

Numéro Action

de lots

Témoin 1 0.5 ml desolution
physiologique puis acide

acétique

2 0.5 ml de solution de
spasmodyl®0.22g puis acide

acétique
3 5%
Lots d’expérience | 4 0.5 ml d’extrait aqueux puis 10%
5 "acide acétique 15%

+»+ Calcul du pourcentage de réduction des spasmes

Le pourcentage de réduction des spasmes (le pourcentage de protection), est calculé

selon la formule suivante :(Alaoui et al., 1998).

Moyenne des spasmes du lémoin — Moyenne des spasmes du lot essai

% de protection=
? P Moyenne des spasme du lot témoin

x 100
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III.1.RESULTATS

II1.1.1.Taux d’humidité de la poudre végétale

Le taux de I’humidité de la poudre végétale deCynara scolymus est de 9.65%.
Ces résultats sont en accord avec les normes décrites dans
laPharmacopéeEuropéenne(2008) qui exige pour un bon séchage d’une drogue que

son taux d’humidité soit inférieur a 15%.
II1.1.2.1dentification des composants chimiques

Les résultats du screening phytochimique de la poudre végétale de
Cynarascolymus sont résumés dans le tableau 4

TableaulV :Identification des composants chimiquesdes feuilles de Cynarascolymus

Composé Résultats m Composé Résultats
Les Anthocyanes + Les glucosides -
Les Flavonoides + I‘ Les Saponosides +
Les Tanins + Les Coumarines -
Les Alcaloides + I‘ Lesmucilages -

+ : présence- : absence.

L’¢étude phytochimique menée sur les feuilles de ’artichaut(tableaul V) montre que
cette plante renfermedes tanins, des anthocyanesdes alcaloides et des

saponosides.Lescoumarines,les mucilagesetles glucosides sont absents.
II1.1.3.Etude toxicologique

Aprés 1’administration par voie orale de trois différentes doses de ’EA de
I’artichaut, aucune mortalité n’a été enregistrée durant les 14 jours de surveillance.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de 1’artichautne présenteaucune toxicité.
I11.1.4.Etude des activités biologiques

I11.1.4.1.Activité hypoglycémiante

Les résultats des taux de la glycémie des différents lots de lapins sont

représentés dans le tableauV(annex?2) illustré par la figure 10.
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Figure 10: Variation de la glycémie dans les différents lots de lapins en fonction du temps.

L’analyse de la figure 10 montre que 1’administration de la solution deglucose
par voie orale entraine une augmentation significative du taux de la glycémie apres 30
minutes chez les lapins traités par les extraits de la plante. Cependant, nous n’avons
pas noté¢ une augmentation de la glycémie chez les lapins traités par le Diabenil®
(témoin positif) pendant toute la durée de 1’expérience. Concernant les lapins non
traités (témoin négatif), le taux de la glycémie augmente en fonction du temps pour
atteindre une valeur maximale de 2.54 g/l a 180 min, puis diminue lentement.

Les résultats montrent que pour les lots de lapins traités par les extraits
aqueuxdu Cynarascolymus(a 5% et a 10%)et par l'extrait éthanolique, le taux de la
glycémie amorce une baisse a partir de 30 min et continue de baisser pour atteindre
des taux normaux a 120 min (1.18;1.16 et 0.89g/1 respectivement). Néanmoins, nous
avons noté¢ une légeére différence dans la réduction du taux de glycémie entre les
différents traitements en rapport avec la nature de I’extrait et la dose administrée. En
effet,’extrait éthanolique s’est montré plus efficace et plus rapide pour réduire le taux

de glycémie(0.89¢g/1 a 120 min).

II1.1.4.2.Activité anti-inflammatoire
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> Pourcentaged'augmentations de 1'eedéme chez les

I’EA de Cynarascolymus

souris traitées par

Les résultats du calcul du pourcentage d'augmentation de I'eedéme sont regroupés

dans le tableau VI(annex?2) illustré par la figurell

10

30 —&—Témoin non traité( témoin
55 négatif)

—fli—Traitement par
20 diclofenac(Témoin positif)
1s ¢ Traitement par I'E Aa 10%

Traitement par I'E A a 20%

5 \
0 Nﬁ—ﬂ—m—m— Temps imin
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O R >

pourcentage d’augmentation

Figure 11:Pourcentaged’augmentation de 1’cedéme des pattes des souris des

différents lots en fonction du temps

L’analyse de la figure 11 montre que pour le lot de souris non traitées (témoin
négatif), aprés l’injection de la carraghénine, le pourcentage d’augmentation de
I’cedéme des pattes augmente en fonction du temps pour atteindre un maximum
(25.4%) a 30min puis diminue faiblement. L’inflammation (cedéme) de la patte
postérieure des souris traitées par le Diclofenac® et I’EA de la poudre végétale (a
10% et 20%) augmente et atteint son maximum a 30 mn apres injection de la
carraghénine. Aprés ce temps, [’cedéme provoqué commence a diminuer pour
disparaitre totalement a 90 mn chez les souris traitées par le Diclofenac®, a 120 mn
pour les souris traitées par I’EA a 20% eta 150 mn pour les souris traitées avec ’EA a

10%.

» Pourcentages d’inhibition de I’cedéme
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Les résultats de calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme des pattes des
souris en fonction du temps sont mentionnés dans le tableauVII (annex2) illustré par

la figure 12.
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Figure 12:Pourcentage d’inhibition de I’cedéme chez les souris des différents lots de
souris (traité et ttmoin) en fonction de temps.

Les résultats montrent que ’EA de la poudre végétale a inhibé totalement (100%)
I’cede. plus la concentration de I’EA augmente plus 1’inhibition de I’cedéme est plus
rapide. L’effet anti-inflammatoire de I’EA de la poudre végétale a 20% est assez

proche de celui donné par le Diclofenac®.
I11.1.4.3.Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits de 1’artichaut a été évaluéepar la
méthode de diffusion en milieu gélosé, et la sensibilité des bactéries se mesure par
rapport au diametre d’inhibition observé. Les résultats obtenus sont regroupés dans le

tableau 7. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.

Tableau VIII:Diameétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne des

deux extraits (extrait aqueux, extrait éthanolique) de Cynarascolymus
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Diamétre des zones d’inhibition en Z I(mm)

L’extrai L'extrait Pextraitéthanolique
Les souches microbiennes aqueux

Staphylococcus epidermidis | - -

Staphylococcus aureus 14 14
Bactéries Sarcinalutea 25 14

Bacillus subtilus 12 12

Pseudomonas aeruginosa 12 11.5

Escherichia coli - -
Champignons | Candida albicans - -

(-) pas d’inhibition

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau7, nous remarquons que I'EA de
la poudre végétale a une action moyennement inhibitrice sur la croissance du
Sarcinalutea(Z1=25mm, Fig.13) et une action faiblement inhibitrice sur la croissance
dessouches Staphylococcus aureus, Bacillus subtilusetPseudomonas aeruginosa.lLes
souches Staphylococcus epidermidis, Escherichia coliet Candida albicansse sont

révélées totalement résistantes vis-a-vis de I’EA de ’artichaut

Concernant I’extrait éthanolique, ce dernier s’est montré faiblement inhibiteur
pour la croissance des  souches Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus,
Pseudomonas  aeruginosaetSarcinalutea(11,5<zi<14mm , figl4)Les souches

Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, et Candida albicans se sont révélées

totalement résistantes vis-a-vis del’extrait éthanolique.
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.‘.Eil

I& :
Poaeruginoss S

Figure 13: Test d’évaluation de I’activité antibactérienne de I’EA de la poudre de

I’artichaut

Figure 14: Test d’évaluation de I’activité¢ antibactérienne du 1’extrait éthanolique de
I’artichaut

II1 .1.4.4.Activité antispasmodique :
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L'effet antispasmodique est expliqué par le pourcentage de protection apres
administration des différentes doses de I'EA a des souris auxquelles la douleur est

provoquée par l'injection d'acide acétique a 1% par voie intra-péritonéale.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableaulX (annex2) illustré parla

figure suivante:

100 A
Z
=
= B Spasmodyl®
Q
E HEAa5%
a mEAa10%
A~
g BMEA315%
20 -

0

les différentes solutions

Figure 15 : Pourcentages de protection des spasmes chez les souris en fonction

des différentes solutions administrées.

Les résultats montrent que pour le lot de souris traitées par Spasmodyl®, le nombre
de spasmes est réduit a 100%. Concernant les lots traités par les différentes doses de
I'EA de Cynarascolymus,la réduction de nombre de spasmes (pourcentage de
protection) varie selon la dose administrée. En effet, le pourcentage de diminution des
spasmes par rapport au lot t¢émoin est de 80%; 89% ; 94,5% pour les doses 5, 10,15%
respectivement. Nous remarquons que le pourcentage de protection des spasmes

augmente avec d'augmentation de la dose de I'EA administré.

1.2.DISCUSSION
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Le présent travail a pour but la caractérisation phytochimique des feuilles de
I’artichaut et 1’évaluation de leur I’activité hypoglycémiante, anti-inflammatoire

antimicrobienneetantispasmodique.

Les testsphytochimiquesont permis d’identifier les différents métabolites secondaires
existant dans les feuilles de I’artichaut. Il a été constaté la présence de six groupes
chimiques, a savoir, les tanins, les flavonoides, les anthocyanes et les saponosides et
I’absence des coumarines, des mucilageset desglucosides.Selon
Liorach(2002),Rabaneda(2003) et Fratiannietal., (2007) , les feuilles de l'artichaut
contiennent les flavonoides ainsi que des alcaloides. De méme, Mahmoudiet al.

(2012)indiquent la présence des tanins dans I’extrait des feuilles de 1'artichaut.

L’¢tude toxicologique des extraits de la plante a été effectuée pour définir la toxicité
de la plante et de fixer les doses qui peuvent étre administrées lors d’expérimentation
et qui ont des effets thérapeutiques. Les résultats obtenus montrent clairement que les
feuilles de l'artichaut ne présententaucune toxicité. SelonBruneton(2009), I’absence
d’un effet toxique des extraits de Cynarascolymus est liée a ’absence des coumarines
et des mucilagesqui sont toxiques. Cela peut expliquer I'utilisation de la plante par

I’Homme dans son alimentation depuis longtemps.

Les résultats de 1’é¢tude de D’activité hypoglycémiante = montre que les extraits
(aqueux et éthanolique) de I’artichaut réduisent le taux de sucre chez les lapins. Cet
effet hypoglycémiant est comparable a celuidu médicament de référence
(Diabenil®).SelonMenghini(2010) ;Heidarian et Soofiniya (2011), I’EA deCynara
scolymus contient des composés bioactifs et des flavonoides telsque les acides
caféoylquiniques , le lutéoline , la cynarineet 1'acide chlorogéniqueconsidéré comme

étant responsable de son activité hypoglycémiante

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a ¢été réalisée en utilisant le test
d’inhibition de I’cedéme de la patte postérieur gauche des souris, provoqué par
I’injection de carraghénine. Les résultats obtenus montrent 1’existence d’une activité
anti-inflammatoire de I’EA de D’artichaut.D'aprésDebuigue (1984), cette activité
peut étre expliquée par leur richesse en composés phénoliques en particulier les
flavonoides ,les tanins ainsi que la présence des alcaloides.De méme,Manuila et al.
(2004) etTakano-Ishikawa et al. (2006)mentionnent que les flavonoides inhibent

I’inflammation par diminution de la libération de certains
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médiateurs.DaSilvaetal.(1994) ; Galatietal., (1994) ; Middleton, (1996) qui
indiquent que les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires et qu’ils

sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire.

L’évaluation du potentiel antimicrobien des extraits de la plante a révélé un faible
effet inhibiteur sur la croissance de souche bactérienne a Gram négatif
(Pseudomonasaeruginosa) et sur deux autres souches a Gram positif
(Staphylococcusaureus, Bacillussubtilus) alors queles souches Escherichiacoli,
Staphylococcusepidermidis, et Candidaalbicans se sont révélées totalement
résistantes vis-a-vis des extraits de l'artichaut . Ces résultats ne sont pas en accord
avec ceux de Fellah et al.(2008), Goban et al. (2011) qui ont révélé fort effet
antimicrobien de I’extrait aqueux et de 1’extrait éthanolique de Cynarascolymus sur
plusieurs cibles microbiennes notamment, Staphylococcusaureus et Escherichiacoli.
Les différences trouvées peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que les
facteurs inhérents (variété, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations
saisonnicres), les méthodes d'extraction, préparation de I’extrait, solvant utilis¢, la
sensibilité des bactéries et la méthode d’étude utilisée.

Selon Scalbert (1991), Bruneton (1993),Elegami et al.(2002), Hatano et al.

(2005), Sanogo(2006),Surveswaran ct al.(2007),Falleh et al. (2008): L’activité
antibactérienne sur Staphylococcusaureus, Bacillussubtilus et d’autre bactérie des
extraits pourrait s’expliquer par la présence de différents constituants, notamment les

flavonoides, les tanins, les acides phénoliques.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antispasmodiquede 1'EA des feuilles de
l'artichaut montrent que cette activit¢é est comparable a celle donnée par le
médicament de référence (Spasmodyl®). L’effet antispasmodique de la famille des
Astéraceae a été mis en évidence par de nombreux travaux tels que ceux de Yashphe
et al. (1985) qui ont démontré son effet relaxant sur les troubles intestinaux des lapins
isolés.Selon Saleh et al. (1987), I’efficacité¢ de la famille des Astéraceae contre les
contractions seraitliée a sa teneur en composés phénoliques tels que les flavonoides.
Ils agissent en bloquant les canaux de calcium et inhibant la réponse des récepteurs

membranaires spécifiques a 1’action des stimulants.
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Conclusion

Le présent travail a porté sur l'artichaut(Cynarascolymusl), nous avons tenté de
contribuer a sa valorisation en Algérie en essayant d'établir une relation entre sa composition

chimique et ses activités biologiques.

Le sceeningphytochimiquea permis de caractériser la présence des flavonoides, des taninset
des saponosides.Ces métabolites secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques.

Une activité hypoglycémiante est mise en évidence,l'extraitéthanolique des feuilles de s'est
montre plus rapide et plus efficace pour réduire le taux de sucre.

L’¢évaluation du pouvoir antimicrobien des deux extraits de Cynarascolymusa révélé que les
extraits posseédent une action moyennement inhibitrice sur la croissance duSarcinalutea et
une action faiblement inhibitrice sur la croissance des souches Staphylococcusaureus,
Bacillussubtilus et Pseudomonasaeruginosa. Les souches Staphylococcusepidermidis,
Escherichiacoli et Candidaalbicansse sont révélées totalement résistantes vis-a-vis des deux
extraits.

Un effet anti inflammatoire de 1'EA est mis en évidence, le pourcentage d'inhibition de
l'oedéme augmente avec la concentration de I'EA. L'extrait aqueux a 20% s'est révélé aussi
efficace que le Diclofenac®.

L'évaluation de l'activité antispasmodique montre que la réduction de nombre de spasmes
chez les souris varie selon la dose de I'EA de Cynarascolymusadministrée. Le pourcentage de

protection des spasmes augmente avec 'augmentation de la dose de I'EA administré.

Aussi nos perspectives pour 1’avenir seront :

» des études approfondies concernant 1’identification des composés et leur
quantification par des méthodes plus performantes seront nécessaires.

» Une étude dans le domaine toxicologique afin de mettre a la disposition des
populations des posologies précises.

» Evaluation d’autres activités in vivo: comme [’activité diurétique et

cholérétique.
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Tableau VI : Pourcentage d’augmentation de l’cedeme des pattes des

souris des différents lots en fonction du temps.

Temps Aprés | 30m | 60m | 90m | 120m | 150m | 180m | 210m
injectio | n n n n n n n
n

Témoin |17,79 |25,4 |21,0 | 14,9 | 13,34 | 4,8 2,75 12,05

non traité 9 3

(témoin

négatif)

Traiteme | 13,6 9,99 3,77 |0 0 0 0 0

nt par

diclofena

c

Traiteme | 19,17 |12,4 |6,92 |3,15 | 1,25 |0 0

nt par 2

I'EAa

10%

Traiteme | 21,63 | 14,0 | 7,69 | 0,66 |0 0 0 0

nt par 3

I'E A

a20%

Tableau VII : Pourcentage d’inhibition de [’cedeme des pattes des souris

des différents lots en fonction de temps

Apres 30 60 90 120 | 150 180 210

injection min Min min min | min | min min

Diclofenac® 23,55 | 60,6 82,1 | 95.57 100 | 100 100 100

Extrait aqueux a10% 17,75 | 51,1 | 67,18 78,9 | 90,62 | 100 100 100
Extrait aqueux a20% 21,58 | 63,53 | 95,57 100 100 | 100 100 100

Tableau IX: Pourcentages de réduction des spasmes chez les souris en

fonction des différentes solutions administrée

Lots Nature de solution injectée | Dose % de protection
Lot01 Spasmodyl® 0.22¢g 100

Lot02 Extrait aqueux S5g/ml 80

Lot 03 Extrait aqueux 10g/ml 89

Lot 04 Extrait aqueux 15g/ml 94




Annex 2

Tableau II: Répartition des lots de lapins et de la dose de traitement

administrée pour chaque lot.

Poids moyen Dose de la Dose de traitement
Lots des lapins des lapins surcharge de administré par
glucose gavage
Lot sains 3000 g - -
Lot non traité (témoin négatif) 2950 g -
Lot traité par le Diabénile 2230 g 10 mg / kg
(témoin positif)
2ml/Kgde
Lot traité par D’extrait 2222 g solution a 50%
éthanolique 2ml/kg
Lot traité par ’EA a 5% 3050 g
Lot traité par 'EA 2 10% 2873g

(-non traités)

Tableau V : Variation de la glycémie dans les différents lots de lapins

en fonction du temps.

Letemps | Témoin sain | Temoin non Traitement par le Traitement par | Traitement par | Traitement
traité (témoin Diabenil (temoin I'infusé a 5% I'infusé a 10% par l'extrait
négatif) positif) éthanolique

0 0,93 1,01 0,93 0,91 0,89 0,83
30 0,91 1,21 0,89 1,6 1,42 1,5
60 0,92 1,51 1,06 1,55 1,38 1,24
20 0,92 1,83 0,69 1,4 1,24 0,96

120 0,92 2,02 0,88 1,18 1,16 0,89
150 0,93 2,44 0,83 0,9 0,89 0,74
180 0,92 2,54 0,74 0,86 0,8 0,61
210 0,92 2,3 0,62 0,8 0,7 0,59
240 0,92 2,14 0,56 0,76 0,69 0,56
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Petit matériel et verrerie
» Bécher
Bocaux
Bec bunsen
Boite de pétri
Ballon
Disque bactérienne stérile
Erlenmeyer
Fioles
Gant
Glucometre et bandelettes réactives (Contour Ts)
Micropipette
Milieu de culture
Papier aluminium
Papier filtre
Pipette
Pince
Pissette

Poire

YV Vv V¥V VvV VvV ¥V ¥V V ¥V V¥V ¥V V¥V V¥V VYV V V V VY

Tube a essai
Appareillage

Bain marie

Balance électrique
Balance pour animaux

Agitateur magnétique

vV VvV V VY V¥V

Autoclave verticale



» Chauffe ballon
» Etuve 37 C°et 120 C°

> Haute

Produits et réactifs

» Acétate de plomb
Acide chlorhydrique N
Acide phosphomolybdique

Acide sulfurique

Ammoniaque

Chloroforme,
Copeaux de Mg,
Eau distillé,
Ether

Ethanol absolu

FeCl; 5%
lode
HC1

Hydroxyle d’ammoniac

KOH
M¢élange de propanol / acide chlorhydrique

YV VYV V ¥V V VYV V¥V V V VYV VY V V VY

Réactif de valser Mayer
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A\

Gonflement de la patte aprésinjection(originale 2013)
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