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Introduction

Plusieurs recherches se sont intensifiées sur les plantes médicinales qui sont utilisées
a des fins thérapeutiques suite a 1’évolution des moyens et méthodes d’analyse. L’intérét
particulier pour ces plantes est leurs aptitudes a 1’élaboration et I’accumulation des

micronutriments doués de propriétés préventives et curatives d’innombrables pathologies.

De nombreuses substances d’origine végétale, tels que les composés phénoliques, les
terpénoides et les alcaloides, sont recherchées pour leurs variables activités biologiques et
propriétés thérapeutiques pour plusieurs maladies dont les maladies cardiovasculaires,

neuro-dégénératives (Tacouri et al., 2013).

Il est estimé que pres de 50% des agents thérapeutiques utilisés proviennent de
sources naturelles, alors que moins de 10% des espéces végetales ont été étudiees pour
leurs activités biologiques. Cela indique qu’il subsiste encore une grande marge de
progression et que 1’étude approfondie des espéces végétales pourrait mener a la

découverte de nouvelles molécules thérapeutiques (Anton et Lobstein, 2005).

L’Algérie, de par sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédologique
et de grandes variations climatiques auxquelles s’ajoutent les ressources hydriques, tous
favorables au développement de cultures adaptées aux plantes médicinales (Belouad,
2001). Cependant, rares sont les plantes médicinales qui ont fait 1’objet d’études
scientifiques approfondies. Asplenium ceterach est un exemple éloquent d’espéce qui
n’échappe pas a cette regle et cela malgré son utilisation dans la médecine folklorique
locale. Toutes ces considérations nous ont amenes a envisager des possibilités de
valorisation des effets therapeutiques de cette derniére en vue d’en bénéficier et

encourager sa culture du fait qu’elle soit rare et peu exploitée.

C’est dans un cadre de contribution a la valorisation de notre patrimoine naturel que
s’inscrit cette investigation dont 1’objectif est la caractérisation phénolique ainsi que

I’étude des activités antioxydante et biologiques de Asplenium ceterach.



Introduction

Pour mener a terme cette problématique, le présent travail est scindé en deux grandes
parties, une partie bibliographique ou sont indiquées quelques généralités sur les plantes
médicinales, les principes actifs en particulier les composés phénoliques et leurs
propriétés biologiques et enfin une description de la plante médicinale étudiée : Asplenium
ceterach. La deuxiéme partie, expérimentale, ou sont décrits, en premier lieu, le matériel
et méthodes utilisés et, en deuxiéme lieu, I’ensemble des résultats obtenus concernant : le
screening phytochimique, les analyses quantitatives et qualitatives des composes
phenoliques ainsi que les différentes activités biologiques (activité antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire et diurétique). Eventuellement, deux formes
galéniques a savoir une pommade anti-inflammatoire et un supplément alimentaire

diurétique sont élaborées.
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Synthése bhibliographique

I. Plantes médicinales et principes actifs

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition Iégale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle
est inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médical. C’est-a-dire
qu’elle est présentée pour ses propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies
humaines ou animales (Ghabrier, 2010).

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes,
leur action provient de leurs composes chimiques (métabolites primaires ou secondaires)
ou de la synergie entre les différents composes présents (Sanago, 2006). On considére les
plantes et leurs effets en fonction de leurs principes actifs. La recherche des principes
actifs extraits des plantes est d'une importance capitale, car elle a permis la mise au point
de médicaments essentiels. Aujourd'hui, les plantes sont de plus en plus utilisées par
I'industrie pharmaceutique, il est impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est
employée contre la malaria ou sans la diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine
que I'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes (Iserin et al., 2001).

Les substances naturelles existantes chez les différentes plantes médicinales, servent
souvent de modele a la préparation synthétique de nouveaux médicaments ou produits de
beauté (Schmidt, 2012).

Les principes actifs sont des molécules contenues dans une drogue vegétale ou dans
une preparation a base de drogue vegétale (Pelt, 1980). Cette molécule présentant un
intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'Homme ou Il'animale, elle est issue de
plantes fraiches ou desséchées, il peut étre cité comme des parties utilisées des racines,
des écorces, des sommités fleuries, des feuilles, des fleurs, des fruits, ou encore des
graines (Benghanou, 2012).

1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou composés phénoliques forment une grande classe de
molécules chimiques trouvées chez les plantes au niveau des tissus superficiels, ce sont
des composés phytochimiques polyhydroxylés et comprennent au moins un noyau
aromatique a 6 carbones. lls sont subdivisés en sous-classes : les acides phénoliques, les
flavonoides, les lignines, les tanins... (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les
plantes, elles ont un réle principal a la vie de la plante, dans la défense contre les
pathogenes, principalement les moisissures et les bactéries phytopathogénes et la
protection contre les rayonnements UV (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique
et au moins d'un groupe hydroxyle, ils peuvent étre estérifiés, éthérifies et liés a des sucres
sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, leur
biosynthese dérive de I'acide benzoique et de l'acide cinnamique (Figure 01) (Wichtl et
Anton, 2009).

Les acides phénoliques possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et
analgésiques (Médicament a base d'aspirine dérivée de I'acide salicylique) (Iserin et al.,
2001).

AN

OH OH

HO
Acide cinnamique Acide benzoique

Figure 01 : Structures des acides cinnamique et benzoique (Bruneton, 2009).

1.2. Flavonoides

Le terme flavonoide derive du latin « flavus » qui signifie la couleur « jaune ». Ils
peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plantes a coté des
chlorophylles et des caroténoides (Wichtl et Anton, 2009). Leur structure chimique de
base est tricyclique : Cg-C3-Cs.

Les flavonoides sont géneralement des antibactériens (Wichtl et Anton, 2009). Ils
peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans l'industrie cosmétique, alimentaire et
pharmaceutique (les fleurs de tréfle rouge traitent les rhumes et la grippe en réduisant les
sécretions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des propriétes anti-
inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001). Les différentes structures de bases des

sous-classes des flavonoides sont regroupées dans le Tableau I.
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Tableau | : Sous-classes des flavonoides et leurs structures de bases

(Harborne et Williams, 2000).

Sous-classe Structure de base
e
Flavonols O |
OH
(@]
. O
Flavones O |
(@]
(@)
Isoflavones O
(@)
(@]
Flavanones O
.
Flavan-3-ol O |
OH
H
OH
Anthocyanes HO O ©x ‘ o
OH
OH

1.3. Tanins

Le terme «tanin» provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de

plantes pour tanner

les peaux d'animaux (Hopkins,

2003). Les tanins sont

des métabolites secondaires de certaines plantes supérieures. Ils se retrouvent dans toutes

les parties du vegétal (racines, écorces, feuilles, ...). Ces molécules phéenoliques sont

utilisées par les plantes pour se protéger de certains parasites.


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-metabolite-5441/
https://www.futura-sciences.com/tech/dossiers/technologie-vegetal-textiles-585/
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On distingue deux catégories :

- Les tanins condensés sont des polymeéres d'unités de flavonoides reliées par des liaisons
fortes de carbone, sont non hydrolysables, mais peuvent étre oxydés par les acides forts
libérant des anthocyanidines (Hopkins, 2003).

- Les tanins hydrolysables sont des polymeres a base de glucose qui forme avec les unités
d'acide gallique des liaisons ester (Hopkins, 2003).

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus et pour réparer les tissus
endommagés par un eczéma ou une brilure, elles rendent les selles plus liquides, facilitant

ainsi le transit intestinal (Iserin et al., 2001).

1.4. Lignines

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits) et permettent la rigidité des fibres, ils sont le résultat de I'association
de trois unités phenoliques de base dénommées monolignols de caractére hydrophobe
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et
de structures complexes (noyau hétérocyclique). lls se trouvent dans plusieurs familles des
plantes telles le café, le tabac.... La plupart des alcaloides sont solubles dans l'eau et
I'alcool et ont un gout amer et certains sont des drogues, comme la morphine (Figure 02),
et d'autres sont toxiques (Wichtl et Anton, 2009).

HO

Figure 02 : Exemple d'alcaloides : la morphine (Osbourn et Lanzotti, 2009).
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Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (Nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins, 2003) et comme
molécules anti cancereuses (vincristine et vinblastine) (Iserin et al., 2001).

3. Terpénes

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels de pres de 15000 de
molécules différentes avec un caractére généralement lipophile. Leur grande diversité est
due a la variation du nombre d’unité de base : I’isopréne (CsHg), (Figure 03) qui rentre
dans la chaine principale dont sont distingués les monoterpenes, les sesquiterpénes, les
diterpénes, les triterpénes... (Wichtlet Anton, 2009). Ces molécules ont diverses
propriétés et peuvent étre sous forme d’huiles essentielles qui se comporte en parfums et
contribue dans le godt des aliments, des pigments (caroténe), des hormones (acide
abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

F

Figure 03 : Unité isoprénique (Osbourn et Lanzotti, 2009).

I1. Propriétés biologiques des composes phénoliques

Les composés phénoliques, appelés aussi composés phénoliques, sont issus de deux
grandes voies métaboliques, la voie de I’acide shikimique et celle de 1’acétate. Ce sont des
métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des
groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. lls sont présents dans toutes
les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et
bois). La présence des composés phénoliques dans quasiment toutes les parties du vegétal,
lui confere une protection considérable en lui assurant une survie dans les différentes
conditions environnementales. Ces métabolites sont doues de plusieurs roles au sein de la
plante dont sont cités : la lutte contre les agents pathogenes tels que les bacteéries et les
champignons ou autres comme les rayons UV et I’élévation de la température qui se
traduit par I’accroissement de la teneur en composés phénoliques (Beloued, 1998).
L’astringence donnée par les composes phénoliques est due a la précipitation des
protéines salivaires (Mohammedi, 2006). La couleur de la plante due a la présence des
substances organiques colorantes essentiellement la chlorophylle et les composés
phenoliques (flavonoides, anthocyanes) qui couvrent une grande gamme de couleurs, du
rouge a 1’ultra-violet en passant par le jaune (Madi, 2010).
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1. Propriéeté antioxydante

Dans les conditions normales, les radicaux libres sont produits en permanence avec
de faibles quantités et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des
systemes de défense. Dans ce cas, la balance oxydants/antioxydants est en équilibre et
I’organisme se protége par différents systémes antioxydants contre les radicaux formés. Si
un déséquilibre se produit en faveur des oxydants, il y aura le phénoméne de stress
oxydatif qui est impliqué dans de nombreuses maladies neurodégénératives (Alzheimer,
Parkinson, Huntington), de désordre pathologique, mais également dans le phénoméne du

vieillissement (Pincemail et al., 2002 ; Durand et al., 2003).

L’effet antioxydant des plantes médicinales est d0 & leurs propriétés redox en jouant
un réle important dans la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’0xygeéne, ou
décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). En raison de ces activités, plusieurs
actions leurs sont attribuees comme les activités antiallergiques, antiartherogénique, anti-

inflammatoire, antibactérienne...(Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2009).

Les composeés phénoliques protégent contre les dommages oxydatifs par différents
mécanismes d’action : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et
peroxydes (Hodek et al., 2002), soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont
impliqués dans I’initiation des réactions radicalaires, soit par I’inhibition des enzymes
responsables de la génération des radicaux libres (Van Acker et al., 1996 ; Benavente-
Garcia et al., 1997).

2. Propriété anti-inflammatoire

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de
maintenir son intégrité. L'inflammation est un processus habituellement bénéfique ; son
but est de mobiliser le systeme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogéne et de réparer
les lésions tissulaires (Figure 04). Parfois, I'inflammation peut étre néfaste du fait de
I'agressivité de l'agent pathogene, de sa persistance, du siége de I'inflammation, ou encore

de régulations anormales du processus inflammatoire (Schoroderet, 1992).
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Figure 04 : Réponse inflammatoire (Anonyme 1, 2018).

Des études ont démontré que les composés phénoliques en particulier les
flavonoides, notamment les flavonols, peuvent prévenir la douleur musculaire en
accélérant la réparation des tissus au niveau moléculaire par I’inhibition de ’enzyme NOS
(nitrique oxyde synthase) responsable de la synthése de 1’oxyde nitrique, déclencheur
chimique de I’inflammation (Lahlah, 2008).

3. Activité antimicrobienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a
entrainé la sélection de souches multi résistantes, d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration
de nouveaux médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont
les composés phenoliques. Ces derniers sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire
et cosmétique et comme agents antimicrobiens en médecine populaire. Les composés
phenoliques notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-a-
vis les microorganismes. Le mécanisme de toxicite est lié a Il'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolase) ou d'autres interactions pour inactiver
les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Billing et
Sherman, 1998).
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4. Activité diuretique

4.1. Diurese

La diurese est une fonction vitale pour I’étre vivant par laquelle 1’organisme excrete
tous les déchets provenant de la combustion cellulaire, une fois qu’il a gardé les
substances nécessaires pour se nourrir et produire de I’énergie, c’est la fonction de

I’élimination (Hallouét et Borry, 2009).

4.2. Rappel physiologique du rein

Le rein est un organe qui pese environ 2509 (Figure 05) qui traite plus de 170 L de
sang pour produite environ 1L d’urine. Il assure quatre réles : le maintien de la
composition en eau et en électrolytes du plasma, le contrdle de la pression artérielle, le
controle de I’hématopoiése grace a la sécrétion d’érythropoiétine, la sécrétion de calcitriol
provenant du métabolisme de la vitamine D3 (Touitou, 2007). Le rein est constitué d’une
population d’organites élémentaires, les néphrons. Chaque rein contient environ un
million de néphrons, dont chacun comporte deux parties : le glomérule de filtration, ayant
un role capital dans le début de formation de I'urine primitive (filtrat du plasma) et le tube
urinifére constitué¢ du tube contourné proximal reli¢ par I’anse de Henlé au tube contourné

distal qui contribuée progressivement a 1’élaboration de 1’urine définitive (Touitou, 2007).

La formation de 1’urine passe par deux étapes : une filtration glomérulaire qui donne
I’urine primitive ou ultra filtrat glomérulaire, résultant de ['ultra filtration du plasma
circulant dans les capillaires glomérulaires et qui est libéré dans la capsule de Bowman
(Moulin et Peralldi, 2007). Suivie d’un remaniement tubulaire pendant lequel certaines
substances sont sécrétées ou réabsorbées aboutissant a 1’urine définitive qui va s’écouler

dans les tubes collecteurs (Querin et Valiquette, 2004).
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Figure 05 : Schéma d’une coupe longitudinale de rein représentant
ses principales structures vasculaires et urinaires (Anonyme 2, 2018).

4.3. Diurétiques

Les diurétiques sont un groupe diversifié de composés chimiques, qui partagent la

capacité a augmenter I’excrétion de sodium nette rénale (effet natriurétique). Les

diurétiques cliniquement sont trés importants, car le principal déterminant du volume de

liquide extracellulaire est la teneur totale en sodium extracellulaire. Ainsi, pour étre

efficace dans la correction de volume du liquide extracellulaire, le volume plasmatique et

la pression artérielle, les diurétiques doivent susciter la natriurése, qui est peut étre

obtenue soit en diminuant la réabsorption du sodium tubulaire ou en augmentant la charge

de sodium filtré ou encore par une combinaison de ces effets (Palmer ,1997 ; Okusa et
Ellison, 2008 ; Donald et Warkentin, 2011).

11
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Les diurétiques peuvent étre divisés en quatre classes (Figure 06) selon le site

d’action le long du néphron (Moulin et Peralldi, 2007) :

- Les diurétiques proximaux : ce sont les inhibiteurs de I’anhydrase carbonique
(Acétazolamide) et les substances osmotiques (Mannitol).

- Les diurétiques de I’anse : furosémide (Lasilix), bumétamide (Burimex), pirétanide
(Eurelix); ils inhibent la réabsorption de sodium dans la branche ascendante de 1’anse de
Henlé.

- Les diurétiques thiazidiques : ce sont des dérivées du benzothiazide, et sont donc des
sulfamides : hydrochrothiazide (Esidrex), chlortalidone (Hygroton), indapamide (Fludex).
Ils inhibent la réabsorption de sodium sur la partie proximale du tube distal, au niveau du
segment de dilution.

- Les diurétiques du tube collecteur cortical : ils regroupent ’amiloride (Modamide), et
les antialdosterone, spironolactone (Aldactone), éplérénone (Inspra); ils ont en commun la

capacité de s’opposer a I’échange Na/K.

Tubule Charge filtrée en Na *

Proximal =25 000mEq/j Tubule Distal

1-3% _~

-
-~

G V <
&Y 2~
B - Thiazid Tubule /
p 4 o laziaes
65% } collecteur /
.- |Branche Large cortical 4
' -lAscendante IV- Epargneurs
I- Inhibiteurs - du Potassium
de I'anhydrase Anse’ .‘ 0/ N
carbonique de - 25% ) '
. Il- Diurétiques de |’'anse !
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1! —_
W\ /) Na* excrété ‘

dhrd

FE Na=1-10%

FE Na = fraction excrétée de sodium

Figure 06 : Site d’action des diurétiques (Anonyme 3, 2018).

Les substances de synthese employées pour stimuler la diurése provoquent souvent
des effets secondaires indésirables. Avec 1’utilisation du furosémide ou de diurétique
épargnant le potassium souvent des troubles électrolytiques sont observés. L'acidose
plasmatique accompagnée d'hypokaliémie peut-étre grave aprés un traitement avec les
diurétiques inhibiteurs de lI'anhydrase carbonique et leur effet extra rénal génant (Beaux,
1991).
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I11. Généralités sur Asplenium ceterach

La plante qui fait I’objet de ce travail est appelée Asplenium ceterach, dénommée
aussi Doradille ou encore Herbe dorée de la famille des Aspleniaceae dite en Kabyles
« Tahchicht waman tassa », en arabe « Kessar lahjar » et Arabian ceterach ou bien Finger

Fern en anglais.

Asplenium ceterach est une plante vivace de 5-15 cm, a souche courte, épaisse,
gazonnante (Figure 07). Ses feuilles sont en touffe, roulées en crosse dans leur jeune age,
étalées, a pétiole court et couvert d'écailles, étroitement oblongues, pennatiséquées, a
lobes courts, ovales-obtus, entiers ou crénelés, alternes, confluents, épais, glabres et verts
en dessus, couverts en dessous d'écailles brillantes d'abord argentées puis roussatres. La
fructification est disposée a la face inférieure des feuilles en sores allongés, droits, épars,
places obliquement sur la nervure médiane, dépourvus d'indusie. Adaptée a la secheresse ;
par temps sec les feuilles s’enroulent et présentent les écailles qui limitent
I’évapotranspiration. C’est une plante commune des rochers et vieux murs calcaires
(Trewick et al., 2004).

Figure 07 : Photographie de Asplenium ceterach (Trewick et al., 2004).
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La classification de Asplenium ceterach est donnée comme suit (Anonyme 4,

2018):

Regne : Plantae ;

Sous-régne : Tracheobionta ;

Division : Pteridophyta ;

Classe : Filicopsida ;

Ordre : Polypodiales ;

Famille : Aspleniaceae ;

Genre : Asplenium ;

Espece : Asplenium ceterach.

La plante médicinale Asplenium ceterach est peu étudiée, néanmoins quelques
propriétés et utilisations traditionnelles ont été rapportées comme son usage contre les
calculs rénaux, la diarrhée, les troubles intestinaux, la névralgie ainsi que les troubles de la
prostate et gastro-intestinaux (Karadeniz et al., 2015). L'infusion, faite en faisant bouillir
20 g de plante entiere dans 1 L d'eau pendant 20 min, est un excellent diurétique par prise
de 2 a 3 tasses par jour (Antonone et al., 1988). Il est publié dans le journal « The
Lancet » que le traitement par une décoction de Asplenium ceterach fait partie des
singularités thérapeutiques des calculs biliaires (The Lancet, 1887). Cette plante est douée
également d’un potentiel antioxydant intéressant et des activités antimicrobiennes et

protectrices contre les dommages de I'ADN (Berk et al., 2011).
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Matériel et méthodes

Ce présent travail est porté sur I’étude du profil phénolique et les activités biologiques
de Asplenium ceterach. Les différentes analyses sont déroulées durant une période de trois
mois allant du mois de mars au mois de mai. L’extraction et la caractérisation des
composés phénoliques totaux de la plante médicinale ainsi que son activité
antimicrobienne sont réalisees au niveau des Laboratoires de la SARL Merinal de Dar El
Bida-Alger. Les activités antioxydante et biologiques ainsi que 1’élaboration de deux
formes galéniques sont faites au Centre de Recherche et Développement de Saidal d’Alger

au Gué de Constantine.
1. Matériel biologique

1.1. Matériel végetal

La présente étude est réalisée sur la partie aérienne de
Asplenium  ceterach, plante médicinale appelée
localement « Tahchicht waman tassa » (Figure 08). La
plante provient de la commune de Fenaia Iimaten de la

willaya de Bejaia (Figure 09) distante de 36 km du chef-

lieu de la wilaya de Bejaia. L’échantillon est récolté

durant la période du mois de mars au mois d’avril de Figure 08 : Photographie de

) Asplenium Ceterach dans son
I’année 2017 sur une altitude de 400-450m.

Tinabdher
(5 | 155

:/,

Figure 09 : Site geographique du lieu de récolte de la plante.
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1.2. Matériel microbiologique

Les souches bactériennes utilisées pour I’activité antimicrobienne de Asplenium

ceterach sont isolées a partir de la banque des souches. Il s’agit de cinq souches

bactériennes (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, E. coli

et Salmonella sp.) et deux champignons : une levure Candida albicans et une moisissure

Aspergillus brasiliensis.

1.3. Matériel animal

Les activités biologiques de Asplenium ceterach sont réalisées sur les souris (Figure

10) pour ’activité anti-inflammatoire et sur les rats (Figure 11) pour I’activité diurétique

qui sont fournis par le laboratoire de pharmacotoxicologie. Les caractéristiques des

animaux sont montrées dans les tableaux Il et 111.

Figure 10 : Lot des souris Albinos

Figure 11 : Lot des rats Albinos Wistar

Tableau Il : Caractéristiques des souris utilisées pour 1’activité anti-inflammatoire

Etude Animal | Sexe | Poids | Nombre |Alimentation C’ondltlons
d’hébergements
Activité anti- | Souris | Male/ 1 > SOUNIS 1 o anules, 20'_24 c
inflammatoire| Albinos |Femelle 26-289| reparties en Eau de ville Eclairage
trois lots 10H/24H
Tableau I11 : Caractéristiques des rats utilisés pour I’activité diurétique
Etude |Animal|Sexe| Poids Nombre Alimentation C:,O”d'tlons
d’hébergements
Activite | oS | 15 rats répartir | Granulés, 20-24°C
diurétique Albinos | Male | 150-200g entrois lots | Eau de ville Eclairage -
€\ Wistar 10H/24H
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2. Méthodes

L’ensemble des étapes de ce travail est représenté dans le schéma de la figure 12.

Récolte de
la plante,
séchage et

broyage Dosage des

- ———.,
ohénoliaues Mise en
antimicrobienne forme
Screening -y galénique
oo Activite Activité anti- Activité
a antioxydante inflammatoire diurétique

Figure 12 : Schéma récapitulatif des différentes étapes du travail

2.1. Récolte, séchage et broyage de la plante médicinale

La partie aérienne de la plante récoltée est séchee a I’air libre
et a ’abri du soleil et de I’humidité pendant 15 jours, cette étape
est réalisée dans le but de diminuer la teneur en eau de la plante >
(Figure 13), réduisant ainsi les réactions d’altération chimique, _~

enzymatique et bactérienne ainsi de permettre un broyage

efficace.
Figure 13 : Photographie de Asplenium
ceterach apres séchage
La plante séchée est broyée et réduite en poudre fine a 1’aide d’un broyeur ¢€lectrique
a hélice (Philips, enapem®) puis tamisée a I’aide d’un tamis de mailles de 250 um. La
poudre obtenue est conservée a I’abri de I’air et de I’humidité (Figure 14) et elle constitue

la matiere qui servira a la réalisation des différentes analyses du présent travail.
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|

Figure 14 : Poudre vegétale obtenue apres broyage

2.2. Screening phytochimique de Asplenium ceterach

Le screening phytochimique est un ensemble de tests effectués soit sur la poudre soit
sur I'infusé a 5% pour mettre en évidence la présence ou 1’absence de certains métabolites
secondaires. La méthode de screening phytochimique utilisée est celle adoptée par Tona et
al. (1998) et Longaga et al. (2000).

2.2.1. Préparation de ’infusé a 5%
L’infusé a 5% est préparée par I’addition de 5g de poudre a 100 ml d’eau distillée
bouillante. Aprés 15-20 minutes, le mélange est filtré et le filtrat obtenu est ajusté a 100

ml avec de I’eau distillée.

2.2.2. Mise en évidence des anthocyanes

La mise en évidence de la présence des anthocyanes est effectuée suivant trois tests :
le premier consiste & rajouter quelques gouttes d’HCI (Acide chlorhydrique) a 5 ml
d’infusé. Le deuxiéme est réalisé par la mise en ébullition de 1g de poudre végétale dans
10ml d’éthanol pendant 10 min, aprés filtration, le zinc métallique ainsi que quelques
gouttes d’HCI sont rajoutés au filtrat. Le troisiéme test consiste a rajouter quelques gouttes
d’ammoniaque 2 a 5 ml d’infusé. En présence d’anthocyanes, une coloration rouge se

développe pour les deux premiers tests et une coloration bleue pour le troisieme.

2.2.3. Mise en évidence des leucoanthocyanes

Une aliquote de 2g de poudre végeétale sont ajoutés a 20 ml du mélange
propanol/acide chlorhydrique (1/1), le mélange est mis dans un bain-marie bouillant
pendant quelques minutes. Une coloration rouge se développe en présence des

leucoanthocyanes.
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2.2.4. Mise en évidence des tannins totaux

A 5 ml d’infusé, sont rajouter quelques gouttes d’une solution de FeCl; & 5%. La

réaction donne une coloration bleu noire en présence des tannins.

a. Tanins catéchiques

15 ml d’infusé sont additionnés a 7 ml du réactif de Stiany. La réaction donne une

coloration rouge en présence des tanins catéchiques.

b. Tanins galliques

A 5 ml d’infusé, sont rajouter 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls.

La réaction donne une coloration bleu fonceée en présence des tanins galliques.
2.2.5. Mise en évidence des quinones

a. Quinones libres

2g de poudre végétale humectés par 2 ml d’acide chlorhydrique (1N) sont mis en
contact pendant 3 heures avec 20 ml de chloroforme, puis le mélange est filtré. Le filtrat
est mélangé avec 5 ml d’ammoniaque (1/2). La formation d’une coloration rouge indique

la présence des quinones libres.

b. Quinones combinées

A 2g de poudre végétale sont additionnés 5 ml d’acide sulfurique (2 N) puis porter a
reflux pendant 2 heures. La solution est filtrée et la poudre est réextraite par 20 ml de
chloroforme. Le chloroforme est évaporé puis l'extrait sec est homogénéisé avec
I’ammoniaque (1/2). La réaction donne une coloration rouge en présence de quinones

combinées.

2.2.6. Mise en évidence des saponosides

Les saponosides sont mis en évidence par deux méthodes. Soit par introduction de
5ml d’HC1 a 0,1 N et de 5ml de NaOH a 0,1 N dans deux fioles différentes. Ces deux
derniéres sont additionnées de 2 a 3 gouttes de I’infusé. La présence des saponosides se
traduit par la formation des mousses. Soit par I’ajout de quelques gouttes d’acétate de
plomb & 2 ml d’infusé, qui se manifeste par la formation d’un précipité blanc en présence

de saponosides.
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2.2.7. Mise en évidence des Alcaloides

Faire macérer 5g de poudre végétale humectés avec 1’ammoniaque (1/2) pendant 24
heures dans 50 ml d’un mélange éther/chloroforme (3/1). Le filtrat est mélangeé avec
I’acide chlorhydrique 2N. Des réactions de précipitation sont effectuées sur la solution
chlorhydrique. En présence d’alcaloides, le réactif de Dragendroff donne un précipité

rouge.

2.2.8. Mise en évidence des coumarines

Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 minutes
puis filtrer. A 5 ml du filtrat, sont ajoutés 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH &
10% et quelques gouttes d’HCI a 10%. Formation d’un trouble indique la présence des

coumarines.

2.2.9. Mise en évidence des flavonoides

A 5 ml d’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCI, un copeau de magnésium (Mg) et 1 ml
d’alcool isoamylique. La réaction donne une coloration rouge orangé en présence des

flavonoides.
2.3. Extraction et dosage des composés phénoliques de Asplenium ceterach

2.3.1. Extraction

L’extraction des composés phénoliques totaux est réalisée par macération de 1g de
poudre végétale avec 10ml de solvant (méthanol grade HPLC) sous agitation magnétique
pendant %2 heure. L’extrait est séparé de la poudre par filtration. La poudre est ré-extraite
deux autres fois en utilisant 10ml du méthanol. Les trois filtrats récupérés sont mélangés
et le solvant est éliminé par un évaporateur rotatif a 65°C (Température d’ébullition du

méthanol).

2.3.2. Dosage des composés phénoliques totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu

La teneur en composes phenoliques totaux est determinée par la méthode de Folin-
Ciocalteu suivant Singleton et Rossi (1965). L'extrait méthanolique de la plante (200pl) et
500 pl de carbonate de sodium sont ajoutés a 750 pl du réactif de Folin-Ciocalteu. Apres

60 min de réaction dans I’obscurité et a température ambiante, I'absorbance est mesurée a
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740 nm. Le contenu phénolique total est exprimé en pg par gramme de matiere seche

suivant la courbe d’étalonnage réalisée par acide gallique (y = 11,64x - 0,019. Rz = 0,998).

2.3.3. Dosage des composés phénoliques par HPLC-DAD

Le profil phénolique de Asplenium ceterach est déterminé par une chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC, Figure 15) avec un détecteur a
barrettes de diodes (DAD) réglé a trois longueurs d’onde (280, 320 et 350 nm).

Figure 15 : Photographie de ’HPLC-DAD

Pour I’élution des composés phénoliques, une phase mobile constituée d’acide
formique (A) et d’acétonitrile (B) est utilisée avec un débit de 1ml/min. Pour la phase
stationnaire, il s’agit d’une colonne LiChrosorb RP-18 (250 x 4,0 mm, 5um). Le volume
d’échantillon injecté dans la colonne est de 10 pl et le systéme est réglé a une température
de 30°C. Le gradient d’¢lution utilisé est comme suit : 5% (B) : durant les deux premiéres
minutes, 02-12 min : 5-95% (B), 12-12,2 min : 95-5% (B) et 5% (B) jusqu’a 20 min.

2.4. Activité antioxydante de Asplenium ceterach

L’activité antioxydante de la plante étudiée est évaluée par le radical libre diphenyl-
picrylhydrazyl (DPPH"). Un volume de 50ul de différentes concentrations de 1’extrait est
ajouté a 950ul de la solution methanolique du DPPH® fraichement préparée puis
I’absorbance est mesurée a 515 nm aprés 30min d’incubation a I’obscurité. Les résultats
sont exprimeés par la concentration inhibitrice a 50% (IC50) en utilisant la courbe de la
régression linéaire du pourcentage de réduction de DPPH’ en fonction de la concentration
de I’extrait de la plante (Braca et al., 2001).
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2.5. Activités biologiques de Asplenium ceterach

2.5.1. Evaluation de P’activité antimicrobienne

La technique utilisée pour la caractérisation de 1’activité antimicrobienne de I’extrait
brute des composés phénoliques totaux de la plante étudiée est I’antibiogramme. C’est une
méthode de diffusion en milieu gélosé standardisé par NCCLS (National Comite for
Clinical Laboratory Standards) cité par Celiktas et al. (2007). Elle permet de déterminer

I’activité inhibitrice de la croissance des agents bactériens.
L’évaluation de ’activité antimicrobienne est réalisée comme suit :

- Préparation de la suspension bactérienne a raison de 0,5 Mc Farland mesur¢ a I’aide d’un
densicheck

- Ensemencer par étalement a 1’aide d’un rateau étaleur sur les milieux gélosés TSA pour
les bactéries et Sabouraud pour les levures et moisissures

- A l’aide d’une pince stérile, placer les disques imprégnés d’extrait de la plante
médicinale (différentes dilutions : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16)

- Incuber pendant 24h a 32°C pour les bactéries et a 22°C pendant 5 jours pour les levures

et moisissures

2.5.2. Activité anti-inflammatoire
L’objet de ce test est de déterminer ’activité anti-inflammatoire de I’infusé de

Asplenium ceterach selon le test de Levy (Singh, 2010).

- Principe

L’injection de la carragéenine sous 1’aponévrose plantaire (Figure 16-A) de la patte
de la souris ou I’application topique du xyléne (Figure 16-B) sur I’oreille de la souris
provoquent des réactions inflammatoires qui peuvent étre réduites par un produit anti-

inflammatoire.

La comparaison des réductions de 1’cedéme plantaire et topique apreés administration
de doses égales du produit anti-inflammatoire a tester et du produit de référence permet

d’évaluer ’activité anti-inflammatoire.
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Injection de la carragéenine sous  Application du xyléne sur I’oreille droit
I’aponévrose plantaire de la patte gauche

Figure 16 : Induction de I’inflammation

- Préparation de I’infusion et les agents inflammatoire et anti-inflammatoire

a- Préparation de I’infusé
Ajouter 100 ml d’eau bouillante a 20 g de poudre de la plante. Laisser infuser
pendant 15 minutes et filtrer puis le volume du filtrat est ajusté a 100 ml avec 1’eau
distillée (Bruneton, 2009).
b- Préparation de la solution de carragéenine (agent inflammatoire plantaire)
Mettre 25 ml d’eau distillée dans un bécher, rajouter progressivement de la
carragéenine (0,5g), puis ajuster le volume a 50 ml avec de I’cau distillé.
c- Préparation de la solution d’Ibuproféne 200 (agent anti-inflammatoire)

Pour la préparation de cette solution, on utilise Ibuproféne 200 mg a la dose active
qui est de 1200 mg/60kg. Sachant que le poids moyen des souris est de 20g, ainsi, la dose
a administrer a chaque souris serait de 0,4 mg et chaque souris doit recevoir 0,5 ml de
médicament. Donc, dissoudre un comprimé de 200mg dans 100 ml d’eau distillée puis

ajuster le volume a 250 ml.

- Mode opératoire

Trois lots de 5 souris chacun sont constitués et sont traités comme suit :

a. Au temps TO

- Un lot témoin : chaque souris regoit 0,5 ml d’eau distillée par voie orale.
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- Un lot essai : chaque souris recoit 0,5 ml d’infusé de la plante médicinale par voie orale
(Figure 17).
- Un lot de reférence : chaque souris recgoit 0,5 ml du produit de réference (lbuproféne 200

mq) par voie orale.

Figure 17 : Administration de I’extrait de Asplenium ceterach par voie orale (gavage)

b. Au temps TO + % heure

- Injecter un volume de 25l de la solution de carragéenine sous 1’aponévrose plantaire de
la patte arriere gauche de la souris.

- Appliquer 100ul du xyléne pur sur I’oreille droite

N.B : La patte arricre droite et I’oreille gauche de chaque souris servent de contrdle.

c. Au temps TO + 4h 30min
- Sacrifier les animaux par rupture de la nuque (Figure 18).
- Couper les deux pattes postérieures a hauteur de 1’articulation ainsi que les deux oreilles.

- Chaque partie est pesee séparément en utilisant une balance analytique.

Figure 18 : Photographie du sacrifice des animaux par rupture de la nuque
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- Calcul du pourcentage de réduction des cecdémes

Le pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris traitées (avec I’extrait de
plante et d’Ibuproféne 200) par rapport aux témoins est calculé par la formule suivante
(Singh, 2010):

, ) L % de I'cedéme du témoin — % de I'cedéme de 'essai
% de réduction de I'cedéme = % de Toedome du témoin %X 100
0

Sachant que :

Pour les pattes : % de I’cedéme = ((mpg-Mpg)/Myg) X 100

Pour les oreilles : % de I’cedéme = ((mgg-Mog)/Myg) X 100

Avec

My - la moyenne des masses des pattes gauches, myq : la moyenne des masses des pattes
droites.

My - la moyenne des masses des oreilles gauches, myq : la moyenne des masses des

oreilles droites.

2.5.3. Activité diurétique
- Principe

Le principe de cette ¢tude consiste & mesurer le volume de 1’excrétion urinaire chez
les rats traités avec I’infusé de la plante, avec la Furosémide (un diurétique) ou avec I’eau
physiologique.
- Mode opératoire

Trois lots de 5 souris chacun sont constitués et sont traités comme suit :

- Un lot témoin : chaque rat recoit 50 ml/kg de solution physiologique (NaCl a 0,9%) par
voie orale.

- Un lot essai : chaque rat recoit 50 ml/kg du produit a tester (infusé de la plante) par voie
orale.

- Un lot de référence : Chaque rat recoit par voie orale 50 mi/kg du produit de référence

(Furosémide 40mg)
Placer chaque rat dans une cage a métabolisme (Figure 19).

Mesurer la quantité d’urine excrétée toute les heures pendant 6 heures.
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Figure 19 : Cage a métabolisme

- Méthode de calcul de ’excrétion urinaire volumétrique
L’excrétion urinaire volumétrique (EUV) est donnée par la formule suivante :

volume recueilli (ml)
EUV (%) = — %X 100
volume administré (ml)

2.6. Mise en forme galénique
2.6.1. Formulation d’une pommade anti-inflammatoire

- Préparation de la phase huileuse

Dans un bécher de capacité de 500 ml, mettre ’huile de vaseline épaisse. Rajouter
sous agitation (40trs/min) le myristate d’isopropyle pendant quelques minutes, puis

rajouter le propylene glycol a une température de 50°C.

- Préparation de la phase aqueuse

La phase aqueuse est formée par I’infusé de plante. Une aliquote de 0,3g de la poudre

de la plante (équivalent a 2 gélules) sont extrait par 20 ml d’eau distillée bouillante.

- Préparation de I’émulsion

La phase aqueuse est transférée dans la phase huileuse sous agitation par un ultra-
turax a une vitesse de 80 trs/min (Figure 20) jusqu’a 1’obtention de I’aspect de la

pommade requis.
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Figure 20 : Homogeénéisation par ultra-turax des deux phases huileuse

et agueuse de la pommade anti-inflammatoire.

2.6.2. Formulation d’un Supplément alimentaire diurétique

Afin d’exploiter I’effet positif de 1’activité diurétique de Asplenium ceterach, une
forme galénique en gélules est élaborée. Le remplissage des gélules, de poids unitaire de
0,15g de poudre de Asplenium ceterach, est réalisé a I’aide d’une géluleuse a 1’échelle

pilote et gélules ainsi formées sont conditionnées dans des flacons en verre fumés.
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Résultats et discussion

La partie des résultats et discussion est scindée en quatre sections. La premiére traite
le screening phytochimique de la plante, la caractérisation qualitative et quantitative des
composés phénoliques sont étudiées dans la deuxieme, la troisiéme section étudie les
activités antioxydante et biologiques : antimicrobienne, anti-inflammatoire et diurétique et
enfin la formulation d’une pommade anti-inflammatoire et d’un supplément alimentaire

diurétique a base de Asplenium ceterach est traitée dans la derniere section.

1. Screening phytochimique

Les résultats de la caractérisation phytochimiques réalisée sur 1’infusé et la poudre
vegétale de la plante médicinale étudiée sont résumeés dans le tableau IV. Les tests
indiquent que la plante Asplenium ceterach renferme de nombreuses classes de
métabolites secondaires, dont les leucoanthocyanes et les tanins (catéchiques et galliques)
sont les plus abondons. Les quinones libres, les coumarines et les flavonoides sont
également présents avec des taux appréciables. Cependant, le screening phytochimique ne
révele pas la présence des anthocyanes, des quinones combinées, des saponosides ainsi

que des alcaloides dans la plante étudiée.

Tableau 1V : Résultats du screening phytochimique de Asplenium ceterach.

Meétabolites Résultats Photographies

Anthocyanes

++++

Leucoanthocyanes
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_ ++++
Tanins totaux
: . ++
Tanins catéchiques
. +++
Tanins galliques
++

Quinones libres

Quinones combinées

Saponosides
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Alcaloides )
| ++
Coumarines
++
Flavonoides

Avec :

(-) : Absence de métabolites

(+) : Faible teneur en métabolites
(++) : Moyenne teneur en métabolites
(+++) : Forte teneur en métabolites

(++++) : Trés forte teneur en métabolites

2. Analyse quantitative et qualitative des composés phénoliques

Afin de déterminer la teneur en composés phénoliques de la plante médicinale
étudiée, deux méthodes de dosage sont utilisées :

1. Dosage des composes phénoliques totaux par la méthode au Folin-Ciocalteu

2. Quantification et identification des composés phénoliques par HPLC-DAD
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2.1. Teneur en composés phénoliques totaux

La méthode de dosage par la méthode au Folin-Ciocalteu est largement utilisée pour
la quantification globale des composes phénoliques. Cette méthode se base sur la réaction
d’oxydoréduction entre les groupements hydroxyles des composés phénoliques et les
acides phosphotungstique et molybdique du réactif de Folin-Ciocalteu. La réduction de ce

dernier provoque le changement de sa couleur du jaune-verdatre au bleu.

Le résultat de dosage de la teneur en composés phénoliques totale de la plante étudiée
a révélé une valeur de 7466,67 + 148,49ug/g MS.

2.2. ldentification des composés phénoliques par HPLC-DAD

La méthode HPLC a permet d’identifier et de quantifier les composés phénoliques de
Asplenium ceterach, en se référant aux temps de rétention et aux surfaces des pics des

standards phénoliques.

Les figues 21, 22 et 23 représentent les chromatogrammes obtenus par HPLC aux

longueurs d’ondes de 280, 320 et 350nm, respectivement.
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Figure 21 : Chromatogramme de I'extrait de Asplenium ceterach obtenu a 280 nm.
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Figure 22 : Chromatogramme de I'extrait de Asplenium ceterach obtenu a 320 nm.
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Figure 23 : Chromatogramme de I'extrait de Asplenium ceterach obtenu a 350 nm.

fAcide Vanilique - 8,519

Les résultats de 1’analyse chromatographique sont regroupés dans le tableau V. Sept
composés phénoliques sont identifiés dans Asplenium ceterach. Cette derniere montre une
teneur trés ¢élevée en acide chlorogénique (2818ug/g MS), suivi par ’acide gallique
(830pg/g MS). Elle posséde également des taux appréciables en acide vanillique (123ug/g
MS) et en acide coumarique (101upg/g MS) ainsi que de faibles concentrations en

quercétine et en acide benzoique.
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Le dosage des composés phénoliques de Asplenium ceterach par HPLC indique une
teneur globale de (3926ug/g MS) cela montre la richesse de cette plante en composés

phénoliques.

La comparaison des résultats de dosage des composés phénoliques en utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu et I’HPLC indique que la teneur obtenue par la premiére méthode est
plus élevée par rapport a la deuxiéme. Cela pourrait étre expliqué par le fait que le Folin-
Ciocalteu mesure a travers la réaction d’oxydo-réduction tous les composés susceptibles
de réduire le réactif (composés phénoliques, sucres réducteurs, acides aminés...) présent
dans D’extrait, alors que la méthode chromatographique est plus précise du fait qu’elle
cible le composé d’intérét, malgré que de nombreux composés qui n’ont pas atteint le
seuil de détection sont omis.
Tableau V : Identification et quantification des composes phénoligques
de Asplenium ceterach par HPLC-DAD.

Composés , Ter_nps de_ Longueur Surface du pic Concentration
rétention (min) | d’onde (nm) (ug/g MS)

Acides hydroxybenzoiques

Acide gallique 3,484 280 8657895 829,56

Acide vanillique 8,519 350 112851 123,15

Acide benzoique 13,088 280 51459 6,88

Acide tannique 15,091 280 1055650 32,14

Acides hydroxycinnamiques

Acide chlorogénique 6,899 320 29407706 2817,72

Acide coumarique 7,950 320 3204610 100,80

Flavonoides

Quercétine 10,950 280 88687 15,94
Total 3926,19

3. Activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de ’extrait de la plante étudiée est

réalisée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Différentes concentrations de
I’extrait de la plante sont préparées (60-240ug/ml) et sont testées contre la solution de
DPPH. Les absorbances ainsi que les pourcentages de réduction de DPPH sont regroupés

dans le tableau VI.
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Tableau VI : Activité antioxydante de Asplenium ceterach et pourcentage
de réduction du DPPH

Concentration de Absorbance Pourcentage de
Essai I’échantillon N réduction
a515nm
(ng/ml)
Controle 0 0,599 0
Abs, 60 0,47 21,54
Abs; 120 0,374 37,73
Abs; 180 0,298 90,25
Abs, 240 0,214 64,27

Afin d’exprimer les résultats de 1’activité antioxydante en IC50, une courbe de

régression linéaire est tracée par les pourcentages de réduction de DPPH en fonction des

concentrations de 1’extrait (Figure 24). Il est constat¢ d’aprés la courbe, que les

pourcentages d’inhibition du DPPH sont linéairement proportionnels a la concentration en

extrait, cela est confirmé par la valeur élevée du coefficient de détermination (R2 = 0,988).

Pourcentage de réduction

y =0,2621x + 3,3055
R2=10,9881

0 .
0 50

150

250 300

Concentration de I'extrait (pg/ml)

Figure 24 : Pourcentage de réduction du DPPH en fonction

de la concentration de I’extrait de la plante

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme étant la concentration de

I’extrait qui permet de réduit le pourcentage d’inhibition du DPPH a 50% et il est

inversement proportionnel a la capacite antioxydante.
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En utilisant I’équation de régression linéaire Y=0,262x + 3,305 avec Y = 50%

50 -3,305
0,262

=> JC50 = =>/C50 = 187,23pg/ml

La plante Asplenium ceterach présente une 1C50 de 187,23ug/ml.

4. Activités biologiques de Asplenium ceterach

4.1. Evaluation qualitative de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne, réalisée par la méthode d’antibiogramme, est testée sur 7
souches : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, E.coli,
Salmonella sp., Candida albicans et Aspergillus brasiliensis. Le tableau VI regroupe les

résultats de 1’activité antimicrobienne.

Tableau V11 : Résultats qualitatifs de ’activité antimicrobienne
de I’extrait phénolique de Asplenium ceterach.

Dilution Extrait Dilution Dilution Dilution Dilution
Souches brut 1/2 1/4 1/8 1/16

Staphylococcus aureus - - - - )

Pseudomonas aeruginosa - - - - -

Bacillus subtilis + + + - -
E. coli + + + - -
Salmonella sp. + + + - -

Candida albicans - = - - -

Aspergillus brasiliensis - - - - -

Avec : (-) : Croissance microbienne ; (+) : Inhibition de la croissance microbienne

L’extrait de Asplenium ceterach montre une activité antimicrobienne vis-a-vis trois
souches : Bacillus subtilis, E.coli et Salmonella sp. jusqu’a la dilution de %4 correspondant
a la concentration de 0,625ug/ml. Tandis que I’extrait de Asplenium ceterach ne présente
pas une activité antimicrobienne cotre les souches : Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Candida albicans et Aspergillus brasiliensis.

En terme de cette partie, il est évident que I’extrait phénolique de Asplenium ceterach
exerce une activité inhibitrice sur certaines souches microbiennes réputées étre résistantes.
Cependant, une étude approfondie est nécessaire pour la détermination des concentrations

minimales inhibitrice et microbicide.
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4.2. Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de D’activité anti-inflammatoire de Asplenium ceterach est faite par
induction d’une inflammation aigue sur les pattes et les oreilles des souries en utilisant le
caragéenine et le xyléne, respectivement. L’inflammation est mesurée par la variation des
poids des pattes et des oreilles suite a 1’induction ou I’inhibition de la formation de
I’cedéme.

Quatre heures et demie aprés le traitement avec les solutions de caragéenine et de
xyléne, les souris ont développé un cedéme au niveau de leurs pattes gauches et oreilles
droites. La différence des poids comparativement aux poids des pattes droites et des

oreilles gauches non enflammés représente 1’cedéme formé.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire sont indiqués dans les tableaux VIII
(témoin), IX (la plante Asplenium ceterach) et X (référence : traité par Ibuproféne 200
mg)

Tableau VIII : Résultats de 1’activité anti-inflammatoire du témoin.

. Poids des Poids des PO'd.S des Poids des
Numeéro pattes oreilles ;
. . pattes . oreilles
de la souris Droites h droites h
@ gauches () @) gauches (g)

1 0,076 0,115 0,047 0,023

2 0,062 0,109 0,044 0,031

3 0,089 0,103 0,054 0,028

4 0,084 0,125 0,05 0,03

5 0,068 0,095 0,043 0,033

La moyenne 0,076 0,109 0,048 0,029

% de I’cedeme 44,33% 64,14%

Tableau IX : Résultats de I’activité anti-inflammatoire de Asplenium ceterach.

NUMEro Poids des Poids des Poid_s des Poid_s des
de 1a souris pattes pattes or_ellles oreilles
droites (g) gauches (g) droites (g) gauches (g)
1 0,120 0,157 0,045 0,028
2 0,138 0,169 0,050 0,038
3 0,125 0,174 0,057 0,030
4 0,133 0,160 0,031 0,033
5 0,118 0,163 0,037 0,033
La moyenne 0,127 0,165 0,044 0,032
% de I’cedéme 29,81 35,91
¥ de reduction | 53.29,81)/44,33 = 32,75% | (64,14-35,91)/64,14 = 44,01%
de I’cedéme
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Tableau X : Résultats de I’activité anti-inflammatoire de la référence.
. Poids des Poids des Poids des Poids des
Numero ) .
de 1a souris pattes pattes or_ellles oreilles
droites (g) gauches (g) droites (g) gauches (g)
1 0,13 0,16 0,239 0,195
2 0,12 0,16 0,192 0,148
3 0,125 0,17 0,211 0,128
4 0,15 0,2 0,168 0,148
5 0,17 0,155 0,239 0,177
La moyenne 0,139 0,169 0,2098 0,1592
% de I’cedéeme 21,58 31,78
o ; :
vode reduction | 4, 23 51 56)/44,33 = 51,3206 | (64,14-31,78)/64,14=50,45%
de I’cedéme

Les pourcentages de développement de I’cedéme chez les souris témoin sont de
44,33% (les pattes) et de 64,14% (les oreilles). Chez les souris du groupe traité avec 0,5ml
d’infusé de la plante, une réduction trés significative des poids est constaté, par
conséquent, des pourcentages intéressants de réduction des cedémes des pattes et des

oreilles sont enregistrés avec 32,75 et 44,01%, respectivement.

Les souris traitées avec I’lbuproféne 200 mg ont montré une réduction de
I’inflammation d’environ de 50% pour les pattes et les oreilles. En vue de ces résultats, la
plante étudiée montre une activité anti-inflammatoire comparable a celle de la référence,
en particulier pour 1’inflammation topique, et mérite de la considérer comme plante anti-

inflammatoire.

4.3. Activité diurétique

L’activité diurétique de Asplenium ceterach est testée sur des rats. Et afin de monter
ladite activité, deux autres lots sont étudiés dont le premier est traité par une solution
saline a 0,9% (témoin) et ’autre par un médicament avec le principe actif le Furosémide
dosé a 40mg (référence). Les résultats de 1’activité diurétique sont résumeés dans les

tableaux XI (Asplenium ceterach ), XII (témoin) et XI1I (référence : Furosémide)

Les données indiquées dans les tableaux montrent une variation du volume urinaire
en fonction du rat et du temps. La mesure des volumes urinaires globaux montre que le
traitement avec 1’infusé de Asplenium ceterach a donnée I’activité diurétique la plus

élevée, avec un volume de 7,1ml, comparativement au témoin (5,8ml) et a la référence
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(5,7ml). Cela est appuyé par les pourcentages d’excrétion urinaire volumétrique qui sont

respectivement de 83,53%, 77,33% et 76,00%.

Tableau XI : Résultats de I’activité diurétique de Asplenium ceterach.

H, H, Hs H, Hs Hs | Somme

R, 0,5 2 1 1 1 0 5,50

R, 4 1 1 0 0 1,5 7,50

R; 0 2 3 1 0 0 6,00

R4 2 2,5 0 2 0 0 6,50

Rs 0 2 4 1 2 1 10,00

Moyenne | 1,3 1,9 1,8 1 0,6 0,5 7,10
EUV% | 1529 | 22,35 | 21,18 | 11,76 | 7,06 5,88 |83,53%

R : Rat, H : Heure, EUV% : Excrétion Urinaire Volumétrique

Tableau XI1 : Résultats de I’activité diurétique du témoin.

H; H, H, H, Hs Hs |Somme

R, 3 1 0 2 0 0 6,00

R, 2 1 0 0 2 1 6,00

R, 2 3 0 1 2 1 9,00

R, 1 1 0 2 0 0 4,00

Rs 1 0,5 0,5 0 1 1 4,00

Moyenne 1,8 1,3 0,1 1 1 0,6 5,80
EUV% | 24,00 | 17,33 | 1,33 | 13,33 | 13,33 | 8,00 [77,33%

R : Rat, H: Heure, EUV% : Excrétion Urinaire Volumétrique

Tableau X111 : Résultats de 1’activité diurétique de la référence.

H, H, Hj H, Hs Hg | Somme

R; 0 2 3 0 0 0 5,00

R, 0,5 1 2,5 2 0 0 6,00

R, 0 0 2 2 1 1 6,00

R, 0,5 2 3,5 2 0 0 8,00

Rs 0 0 2 1,5 0 0 3,50

Moyenne 0,2 1 2,6 15 0,2 0,2 5,70
EUV% 2,67 | 13,33 | 34,67 | 20,00 | 2,67 2,67 |76,00%

R : Rat, H : Heure, EUV% : Excrétion Urinaire VVolumétrique
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Les pourcentages d’excrétion urinaire volumétrique en fonction du temps sont
représentes dans le graphique de la figure 25. 1l est constaté que la plante étudiée présente
une meilleure activité diurétique entre la deuxieme et la troisieme heure de
I’administration, suivie d’une diminution progressive. L’eau physiologique induit une
excrétion importante au début et a la fin. Tandis que, 1’utilisation du Furosémide se

manifeste par un pic d’excrétion a la troisiéme heure.

Asplenium ceterach —#—Témoin =-4A= Référence

40

EUV (%)
N w
o o

[HEN
o
1

Temps (heure)

Figure 25 : Pourcentages d’excrétion urinaire volumétrique en fonction du temps.

5. Mise en forme galénique

5.1. Formulation d’une pommade anti-inflammatoire

D’aprés les résultats positifs obtenus dans 1’é¢tude de ’activité anti-inflammatoire, en
particulier contre [I’inflammation topique, une production d’une pommade anti-
inflammatoire pour une application cutanée serait plus adéquate. Pour cela, une tentative
d’¢laborer une pommade au niveau des laboratoires de Saidal est opérée. Le mélange des
différents ingrédients avec I’infusé de la poudre de Asplenium ceterach donne une
impulsion d’un aspect homogene et cela est confirmé par la prise de photographies
(Figure 26).

Il serait souhaitable pour cette partie de tester la pommade anti-inflammatoire
¢laborée et d’évaluer son efficacité in vivo, malheureusement, la durée du stage est
écoulée. Néanmoins, le test de cette pommade sur certaines personnes proches et sur moi-
méme a donné des indices éminents.
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Figure 26 : Aspect de la pommade a 1’ceil nu (a gauche) et sous microscope optique
(au milieu en noir et blanc et a droite en couleur) (Grossissement 10x40).

5.2. Formulation d’un Supplément alimentaire diurétique

Vu les résultats de Dactivité diurétique prometteurs de Asplenium ceterach, un
Supplément alimentaire a base de la poudre de plante est élaboré. Pour une meilleure
protection de la substance active de la plante médicinale, le Supplément alimentaire est
encapsulé dans des gélules de masse unitaire de 0,15g et destiné pour les personnes
souffrantes de douleurs en leur facilitant ainsi la sécrétion urinaire. L’appellation de ce
Supplément alimentaire que nous avons choisie de donnée est « Sidhoum » relativement a
I’étudiante Sidhoum Rekia qui a mis en relief cette proprieté de la plante Asplenium

ceterach et ayant développé ce supplément alimentaire (Figure 27).

Vu la durée insuffisante du stage et malgré les résultats intéressants des activites anti-
inflammatoire et diurétique de Asplenium ceterach, des tests sur les deux produits
formulés (stabilité, posologie, toxicité...) ainsi que des essais sur I’Homme sont

nécessaires dans I’avenir.

Figure 27 : Supplément alimentaire : p S
. Ly , , . . Supplément alimentaire
diurétique élaboré : Sidhoum. 8 diurétique

A base de

Asplenium Ceterach
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Conclusion

Conclusion

La présente investigation fixe comme objective I’étude de la composition phénolique,
les activités biologiques ainsi que la mise au point de deux formes galéniques (un anti-
inflammatoire topique et un Supplément alimentaire diurétique) a base de Asplenium

ceterach.

Les résultats du screening phytochimique révelent la présence de quelques groupes
chimiques : Leucoanthocyanes, tanins totaux (galliques et catéchiques), quinones libres,
des coumarines et des flavonoides. Le dosage des composés phénoliques totaux par la
méthode au Folin-Ciocalteu montre une teneur de 7467ug/g MS indiquant la richesse de
Asplenium ceterach en ces molécules bioactives. Cela est traduit par une forte activité

antioxydante dont la concentration inhibitrice a 50% de DPPH" est de 187ug/ml.

L’analyse de I’extrait méthanolique par HPLC montre la présence de sept composés
phénoliques : quatre acides hydroxybenzoiques, deux acides hydroxycinnamiques et un
flavonoide. La teneur globale en composés phénoliques de Asplenium ceterach obtenue
par HPLC est de 3926 pg/g MS dont I’acide chlorogénique est 1’acide phénolique le plus
dominant dans Asplenium ceterach avec une teneur de 3926ug/g MS, suivie par 1’acide
galligue (830ug/g MS), cela démontre la richesse de cette plante en composés

phénoliques.

A travers 1’évaluation qualitative de 1’activité antimicrobienne, Asplenium ceterach exhibe
une activité antimicrobienne vis-a-vis les trois souches Bacillus subtilis, Escherichia coli

et Salmonella sp.

Les tests pharmacologiques réalisés in vivo chez les souris et les rats démontrent que
Asplenium ceterach possede une activité anti-inflammatoire comparable a celle de
I’lbuprofene, en particulier pour I’inflammation topique, et mérite de la considérée
comme plante anti-inflammatoire, et aussi une activité diurétique intéressante qui
témoigne que Asplenium ceterach pourrait étre propose comme un supplément alimentaire

pour son effet diurétique.
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Conclusion

Les résultats obtenus lors de cette investigation sont trés prometteurs et dans les
perspectives d’approfondir cette étude il serait intéressant d’effectuer des analyses sur les
deux formulations galéniques obtenues et de réaliser des essais sur I’Homme. Il serait
également souhaitable de rechercher la (es) molécule(s) responsable(s) sur les activités
anti-inflammatoire et diurétique et d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires de

ces effets.
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Annexe

Annexe

Préparation des solutions pour le screening phytochimique
1- Préparation de I'ammoniaque 1/2 :
Prendre 30 ml d'ammoniaque + 60 ml d'eau distillée.

2- Préparation du HCl a 10% :
20 ml d'HCI sont ajustés a 200 ml avec I'eau distillée.

3- Préparation du KOH a 10% :
10 g KOH est ajusté a 100 ml avec d'eau distillée (bien agiter).

4- Fer chlorure anhydrique a 5% :
5 g de FeCl; sont ajustés a 100 ml avec d'eau distillée.

5- Ether chloroforme (3/1) :
60 ml d'éther sont ajoutés a 20 ml avec le chloroforme (Trichloromethane)

6- Préparation de Réactif de drangendroff :

Solution a : 0,85 g de nitrate de bismuth + 40 ml d'eau distillé +10 ml d'acide acétique.
Solution b : 8 g d'iode de potassium + 2 ml d'eau distillé.

-Les deux solutions a et b (15 ml) sont mélangées avec 20 ml d'acide acétique puis le
volume est complété a 100 ml avec de I'eau distillée.

7- Préparation de réactif de stiansy :
2 volumes de formol (50 ml) + 1 volume de HCI 1N (25 ml)



Résumé

L’utilisation des plantes médicinales pour se soigner a suscité la curiosité de nombreux
chercheur et a fait I’objet de plusieurs recherches. L’objectif visé par cette étude est ’analyse
phénolique ainsi que 1’¢tude des propriétés biologiques de Asplenium ceterach. Les résultats
de cette étude révelent la richesse de Asplenium ceterach en métabolites secondaires. Le
dosage des composés phénoliques par le réactif Folin-Ciocalteu indique une concentration de
7467ug/g MS. La mesure de I’activité antioxydante montre une concentration inhibitrice a
50% de DPPH" de 187,23ug/ml. L’analyse chromatographique des composés phénoliques de
I’extrait de la plante indique la présence de sept composés phénoliques avec une teneur
globale de 3926ug/g MS dont % est présenté par 1’acide chlorogénique. Les résultats des
activités biologiques montrent que Asplenium ceterach est douée de propriétés
antimicrobienne, anti-inflammatoire et diurétique. Par conséquent, deux formes galéniques
ont été mises au point, une pommade anti-inflammatoire et un Supplément alimentaire
diurétique.
Mots clés : Asplenium ceterach, composés phénoliques, activités biologiques, activité anti-
inflammatoire, activité diurétique.

Abstact
The use of medicinal plants for treatment has aroused the curiosity of many
researchers and has been the subject of several studies. The objective of this study was
phenolic analysis as well as the study of the biological properties of Asplenium ceterach. The
results of this study revealed the richness of Asplenium ceterach on secondary metabolites.
The determination of the polyphenols by the Folin-Ciocalteu reagent indicates a concentration
of 7467ug/g MS. The measurement of the antioxidant activity showed a DPPH-IC50 of
187,23ug/ml. The chromatographic analysis of the phenolic compounds of plant extract
indicates the presence of seven phenolic compounds with an overall content of 3926ug/g MS,
of which % were presented by chlorogenic acid. The results of the biological activities
showed that Asplenium ceterach was endowed with antimicrobial, anti-inflammatory, and
diuretic properties. Therefore, two galenic forms have been developed, an anti-inflammatory
ointment and a diuretic dietary supplement.
Key words: Asplenium ceterach, phenolic compounds, biological activities, anti-
inflammatory activity, diuretic activity.
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