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Introduction

INTRODUCTION :

La plante fUt le premier recours de I’ é&re humain pour soulager les douleurs, traiter
ou prévenir un éat pathologique, tout en ignorant les composés principaux responsables de
ces effets miraculeux.

Dans le but d’améliorer |’ état de santé, les patients des pays développés ou ceux en
voie de développement font souvent recours a la thérapie meédicale a cause de son efficacité.
En raison des effets secondaires qui peuvent étre engendrés par cette thérapie médicale et
aussi son colt relativement élevé, beaucoup d’ attention a été prétée aux extraits bruts des
plantes qui commencent a avoir beaucoup d'intéré comme source potentielle de molécules
naturelles bioactives (Yakhlef et al., 2011).

La médecine traditionnelle est facilement accessible et son codt est abordable, son
utilisation a connu un regain d’ attention et d'intérét dans le monde, notamment en Chine ou
environ 40% de |’ ensemble des soins de santé relévent de la médecine traditionnelle (OMS,
2003).

Dans certaines régions d Algérie, en Kabylie notamment, la médecine naturelle
occupe toujours une place de choix dans le traitement de nombreuses pathologies, parmi ces
remedes naturels on cite Carthamus caeruleus L. Les extraits des rhizomes de Carthamus
caeruleus L sont utilisés pour traiter les brulures gréce a ces propriétés astringentes (Hamadi
et al., 2014). les extraits de plantes médicinales contiennent une variété de composes
phénoliques auxquels sont attribués diverses activités biologiques dont I'activité anti-
oxydante et anti-microbienne (Ghazghazi et al., 2013).

Dans ce contexte, les objectifs a atteindre par ce présent travail sont :

s L’ optimisation du protocole d extraction a partir des rhizomes de Carthamus

caeruleus.L ;
¢ Extraction par différents procédés;

«+ Evaluation de I’ activité antioxydante et analyse phytochimique de surnageant
de la créme, de I’extrait hydro-alcoolique et de I’extrait éhanolique et ses

fractions ;

Y



Introduction

¢ Evaluation de I’ activité antimicrobienne de I’ extrait éthanolique ;
« Evauation del’ effet cicatrisant de la créme cutanée des rhizomes.

Pour atteindre ces objectifs notre travail a été effectué dans le laboratoire de Biologie
Physico-chimique, Faculté de Science de la Nature et de la Vie, Université Abderahmane

Mira ( Targa Ouzemour) B§aia.
La présentation de nos travaux est répartie comme suit :

La premiere partie est consacrée a une éude bibliographique et la présentation botanique de
Carthamus caerelues.L, ains que la présentation les travaux scientifiques réalises sur la

méme plante.

La deuxiéme partie concerne I’ expérimentation réalisée sur la plante étudiée pour atteindre

les objectifs précédemment cités.
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Chapitre I :

Etude botanique de Carthamus caeruleus.L

l.1.

Genre carthamus

Le nom générique découle du mot arabe Kurthum, qui signifie "teinture" (Kartam)

(Beniston, 1984). C'est une plante afleurs qui ades rapports avec les chardons (L amar ck.et

Marie, 1785). Carthamus est un membre de la tribu des cynarées, sous-famille tubuliflores, et

de lafamille des Astéracées. || comprend 25 especes (Murthy et Anjani, 2008).

|.2. Présentation botanique de carthamus caeruleus.

Etymologie : caeruleus s applique aux fleurs « de la couleur du ciel ».

Floraison : Avril-juillet

Habitat : Champs, terrains incultes, commun partout (Beniston, (1984)

|.2.1.Classification systématique

L’espece Carthamus caeruleus appartient a la systématique suivante: (Quezel et
Santa,1993)

Tableau 01:classification systématique de Carthamus caeruleus.L

Regne | Embranchement Sous- Famille Sous-famille | Genre Espéce
embranchement
Plante Cynarées Centaureine | Astéracées | Carduoidées | Carthamus | Carthamus
caereleus
|.2.2. Description

L’ espéce Carthamus caeruleus est connue également sous le nom carduncelle bleu

appartient a la famille des asteraceaes ; est une plante vivace atige dressée et velue, haute de

0.2 a 0.6 m, ses feuilles glabres ou pubescentes, les supérieures sont fortement dentées et

piguantes, les fleurs sont bleues a corolle tubuleuse. Les fruits du Carthamus caeruleus sont

des akenes (Bowoles,2010 ; boullard, 2001).




Chapitre I : Etude botanique de Carthamus caeruleus.L

Figure 01: Image de Carthamus caerueus.L

1.2.3. Distribution Géographique

C'est une espece peu commune gu’' on peut rencontrer dans les terrains maigres de
provance et de Corse. Elle préfere les lieux secs et ensoleillés du Bassin Méditerranéen. Elle
est originaire du Sud-Ouest de I’ Asie, d’ orient, mais répondue depuis dans le reste de I’ Asie,
en Afrique du Nord, en Australie et dans les deux Amériques, ainsi qu’en Europe (boullard,
2001 ; Miolane, 2004).

|.3. Composition phytochimique desracines de la plante

Le rhizome est particulierement riche en: amidon (0.23+ 0.01g/g de masse humide),
stérols (a effet hypochol estérolémiant), saponines, acides gras polyinsaturés et mucilages

(ont un pouvoir calmant sur lestissusirrités) (Hamadi et al., 2014).

|.4. Actionset utilisationstraditionnédles

La plante étudiée est trés connue dans le Nord Algérien notamment en Kabylie, ses
rhizomes sont utilisés dans | e traitement des brdlures cutanées sous forme de creme préparée a
partir des rhizomes préalablement lavés et épluchés puis les faire bouillir dans de I'eau. La
créme obtenue est appliquée directement sur la partie brulée et des résultats spectaculaires ont

€té observés chez des personnes traités par cette derniere.
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I1.1. Radicaux libres et leurs dommages

L’ oxygene est une molécule indispensable aux processus vitaux, a la respiration
cellulaire et la vie en général. Cette molécule peut entrainer des dommages cellulaires

importants par formation de dérivés oxygénés activéstel que les radicaux libres.

Les radicaux libres sont des composés chimiquement instables porteurs d’' éectrons
non appariés et qui réagissent avec d'autres molécules, les déstabilisant a leur tour, et
induisent ainsi une réaction en chaine. Ces composés chimiques sont dits oxydants
responsables du phénomeéne d’oxydation des lipides, dénaturation des protéines, ils peuvent
aussi causer des atérations au niveau de I’ ADN, augmentant les possibilités de mutation. Le
radical hydroxyle (OH") et le radical super oxyde (O,") sont les radicaux les plus réactifs.
(Goudable et Favier, 1997).

[1.1.1. Origine desradicaux libres

Récepteur

M
=/ N
P R RN Pt - W, .|

Phagocytes ‘_ﬂﬁ_______‘» A ................ %‘
a S " Llpocxy‘%:-:nase 5
%&.\ N ’J—“\"_\ Cyclooxygénase ﬁ

N e

Mamhbrans

cytoplasmique

Physiologie/Pathologie
Figure 02 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de I’ oxygene
(Afonso et al.,2007)

[1.2. Le processus d’ oxydation

L’ oxydation est un processus biochimique par lequel le corps produit des radicaux

libres responsables de réactions en chaine d'attaque et de destruction des molécules
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biologiques. Les mécanismes d' oxydation des composés insaturés sont souvent des réactions

radicalaires avec I’ oxygene moléculaire et se déroulent en 3 phases :

+ La phase de déclenchement : ou se forme un radical libre. L’arrachement des
protons est facilité par la chaleur, rayonnements ou catalyseurs ;

+ La phase de propagation : ou I’oxygene fixé donne un radical peroxyde qui réagit
avec une autre molécule et conduit a un néo-radical libre et un hydro-peroxyde ;

% La phase de terminaison : ou se recombinent différents radicaux formés (Marc et
al.,2004).

¢+ Figure 03: Peroxydation d’ une portion de chaine d’ acide gras (M ar c et al.,2004)..

I1.3. Lestress oxydant

Le stress oxydant représente I’incapacité pour |'organisme a se défendre contre
I" agression des espéces réactives d’ oxygene (ERO), en raison de |’ existence d' un déséquilibre
entre la production de ces substances et la capacité de défense des antioxydants. Les ERO non
détoxiquées par le systéme antioxydant attaquent et endommagent par oxydation les
macromolécules contenues dans les cellules notamment les lipides, les protéines et I’ADN.

(Koechlin.Ramonatxo,2006)
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Figure 04 : Facteurs intervenants dans le stress oxydatif (Koechlin.Ramonatxo,2006).
[1.4. Lesantioxydants

Les antioxydants sont des molécules qui peuvent réduire les radicaux libres
(Thomas, 2010) par leur transformation en molécules stables et non réactives
(Koechlin.Ramonatxo, 2006). Elles sont bénéfiques a la santé en neutralisant les dommages

cellulaires causés par |es especes réactives de I’ oxygene (radicaux libres) (Benbr ook, 2005).
I1.4.1. Les sources d’antioxydants

v L’ organisme possede des systémes de défense tres efficaces répartis en deux types:
L es antioxydants enzymatiques : synthétisés dans |’ organisme.

L es antioxydants non enzymatiques : sont des piégeurs de radicaux libres dont la plus part
sont apportés par I’alimentation on cite les antioxydants du regne végétal  (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Les antioxydants du régne végétal :

Les polyphénols: sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d'un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. IlIs sont
présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen,
graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la germination des graines...etc (Boizot et Charpentier, 2006).Ces
molécules sont des antioxydants caractérisées par diverses autres activités: anticancéreuse,
antimicrobienne et anti-inflammatoire...etc.
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Par le biais de leurs activités pharmacologiques diverses, ils peuvent prévenir la

modification oxydative par neutralisation des radicaux libres, piégeage de I’oxygene ou
décomposition des peroxydes par |'intermédiaire de leurs activités anti-oxydantes (L adoh et
al., 2014).
Flavonoides : L’ appdllation « Flavonoide » qui en latin (= flavus) est di a leur couleur jaune
gu’ils engendrent (Wilson, 1987), formeés par un squelette de base a 15 atomes de carbones.
Ces composés représentent le groupe de composes phénoliques le plus diversifié . plus de
4000 flavonoides ont déja été identifiés (Harborne, 1989 ; Sarni-Manchado et Cheynier,
2006). Leurs variation quantitative et qualitative est selon le stade de développement du
vegétal (Fritch et Griesbach,1975).

Les flavonoides ont des propriétés antioxydantes importantes, ils peuvent neutraliser

divers radicaux libres, chélater des métaux et inhiber la peroxydation lipidique. Ils peuvent
jouer un role important dans la réduction et la prévention des maladies cardiovasculaires,
notamment la diminution de I'oxydation des lipoprotéines et une action antiagrégant
plaguettaire (Descamps et al .,2006) .
Tannins: Les tannins sont des composeés phénoliques. Le terme « tannin » ou « tanin » vient
de la source de tannins utilisés pour le tannage des peaux danimaux en cuir. Dans ce
processus, les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux
attaques fongiques et bactériennes (Dangles et al., 1992). Dans notre aimentation,
I’ astringence est la qualité organoleptique qui indique la présence des tannins (Horne et al.,
2002).

I1.5.M éthodes d’ évaluation de I’ activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de la capacité anti-oxydante
on cite : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) or ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-
benzothyazoline 6-sulphonate), DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) ...etc (Georgieva et
al., 2010) .
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11.5.1. Méthode de DPPH

Le composé¢ chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphenylf
picrylhydrazyle) fit 1’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation

structure-activité anti-oxydante des composés phénoliques ( Popovici et al.,2009).

O,N
@N,NON@
NO,

Figure05 : Structure chimique du radical libre DPPHe (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) (Popovici
et al.,2009).

Principe:

La réduction du radical libre DPPH® (2,2’ -diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’ absorbance provoguée par les antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux libres, le

DPPH passe d’ une coloration violette a une coloration jaune (Prior et al., 2005).

+ Antioxvdant-OH A J + Antioxvdant-O°

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 06 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Congo, 2012).
11.5.2. Test delaréduction du fer (FRAP)

Principe:
Le test de FRAP est un simple, rapide et reproductible. La présence des
réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe** complexe ferricyanide &

la forme ferreux Fe®*. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant
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I’augmentation de la densité de la couleur bleue dans le milieu réactionnel (Bougandoura et

Bendimerad, 2013).

,—-"N‘\/*N
F ||}

/\>;<N6 P 1
e Q/UUV

Fe''-TPTZ (intense blue at 595 am)

Fe"'-TPTZ + reducing antioxidant

Figure 07 : Schéma sur laréaction de test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Prior et
al.,2005).
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L’ utilisation profuse d’ antibiotiques commerciaux et de pesticides synthétiques pour
la protection des étres humains et des cultures est nocive pour la santé, I’écosysteme et
I”environnement. L’incidence croissante d’ agents pathogenes résistants aux médicaments a la
fois d'importance clinique et agricole a conduit les chercheurs a I’ exploitation des plantes
médicinales qui ont la capacité intrinséque a résister a des microorganismes pathogéenes grace
aux composes naturels actifs a propriétés antimicrobiennes qu’ elles possedent pour traiter les
pathologies infectieuses (Dasl et al.,2009).

[11.1. Micro-organismes

Les microorganismes forment un ensemble d’ organismes vivants microscopiques,
invisibles a I'ceil nu. C'est leur seul point commun, car ils différent et varient par leur
morphologie, leur physiologie, leur mode de reproduction et leur écologie. Les micro-
organismes se composent : des bactéries, des protozoaires, des champignons (Mycétes)

microscopique, des algues et virus (Nicolas et al., 1992)
|.1. DESCRIPTION DES MICROORGANISMESETUDIES

Tableau 02 : Les caractéres biologiques des différentes souches utilisées

Microor ganisme Caractéristiques

C’ est un bacille Gram négatif assez typique, mesurant 1 um de
long par 0,35um de largeur. C’ est un aérobie facultatif le plus
Escherichia coli courant dans I’ intestin inferieur des mammiféres peuvent étre
pathogénes en provoquant de graves maladies : les entéro-
hémorragies et les péritonites. (Blount, 2015.)

Le PA ou bacille pyocyanigue est un germe a Gram négatif.
Pseudomonas aeruginosa Pathogéne opportuniste parfois commensal de sujets sains.
(Henri, 2002).

Le Saphylococcus aureus est un organisme a Gram positif, agent
Staphylococcus aureus pathogéne opportuniste et colonisateur fréquent de I’ épithélium.
Provoque des es inflammations sévéres et septicémies. (MRSA)
(Gremaet al., 2015).

Bacillus cereus est une bactérie Gram positive, aérobie ou
facultativement anaérobie, mobile en forme de tige de
Bacillus cereus sporulation largement distribuée dans |’ environnement. Sa
pathogénicité est associée ala production d’ exo-enzymes
destructrices detissus ( Bottone, 2010).

Klebsiella pneumonie, un membre de lafamille des

Klebsiella pneumonie Enterobacteriaceae, est un bacille fermenté en forme de tige,
Gram-négatif et lactose avec une capsule proéminente ( Li et al.,
2014).
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[11.2. Lesantimicrobiens

[11.2.1. Antibiotiques

Le terme « antibiotique » (issu des termes grecs «anti», signifiant « contre » et bios,
« vie »), est toute substance dorigine naturelle produite par un microorganisme
(habituellement une bactérie ou une moisissure) capable d’inhiber 1a croissance ou de détruire
d’ autres microorganismes (Chevalier, 2012).

Le mécanisme d’ action des antibiotiques est résumé dans le schéma suivant :

Figure 08: Mécanismes d’ action des antibiotiques (Chevalier, 2012).
[11.2.2. Lescomposes phenoliques

Les phénols notamment les acides phénoliques, les quinones, les flavonoides, les
tanins et les coumarines présentent un effet antimicrobien et servent de mécanisme de défense
des plantes contre |es micro-organismes pathogénes (Dasl et al., 2009). Leur toxicité relative
pour les microorganismes est liée au site () et au nombre de groupes hydroxyles du composé
phénolique, dont une hydroxylation accrue entraine une toxicité importante (Cowan, 1999).

++ Lesflavonoides

Ces composeés sont des bons inhibiteurs d’ enzymes et sont reconnus pour leurs propriétés
antiseptiques et anti-inflammatoires (M assaux, 2012).

« Lestanins

Les tanins sont des composes phénoliques divises en deux groupes: tanins
hydrolysables et tanins condensés. Leur mode d’ action antimicrobienne peut étre lié a leur
capacité a inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes et protéines de transport et
d’ enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
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[11.3.M éthodes d’ évaluation de |’ activité antimicrobienne

[11.3.1. Méhodedediffusion sur discs

A partir de colonies de chagque souche, une suspension bactérienne est réalisée dans
I’eau physiologique. La turbidité de cette suspension est gjustée a 0.5 Mc Farland. Un
inoculum est alors obtenu, et ensemenceé par inondation sur des boites de pétri contenant la
gélose Meuller Hinton. Des disques stériles de papier filtre imprégnés de différents extraits
sont ensuite délicatement déposeés a la surface de la gélose. Les boites de pétri sont incubées a
37°C a I’ étuve pendant 24 heure. L’ activité antimicrobienne est déterminée en mesurant le

diamétre de la zone d’inhibition autour de chague disque (Bolou et al ., 2011).
111.3.2. Méthode de diffusion en milieu solide

Avec un emporte - piéce des puits sont creusés dans la gélose de Mueller-Hinton
coulée dans des boites de Pétri et ensemencées par un germe - test. Les diameétres d'inhibition
sont mesurés autour des puits aprés une pré-incubation de 45 mn a température ambiante et
une incubation al'éuve a 37° C pendant 18 heures (Biyiti, 2004).

111.3.3. Méthodededilution en milieu liquide

Cette méthode consiste a distribuer dans une série de tubes a hémolyse I’ inoculum
bactérien contenant des concentrations croissantes de I’ antibiotique étudié, sauf un tube qui
servira de témoin positif. Une observation al’ ceil nu est ensuite réalisee, aprés une incubation
de 24 heures a 37°c. On dit que la culture est positive dans les tubes ou le trouble est
nettement visible. La CMI est indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration
d’ antibiotique ou aucune croissance n'est visible (Ganiére et al., 2004 ; Kamagate et al.,
2001).
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. Matériel
1.1. Matériel végétal

L’ éude est portée sur les rhizomes d'une espece de la famille des Asteraceae qui est
Carthamus caeruleus.L, récoltée au mois de mars 2017 dans larégion de Tichy.

Les rhizomes sont nettoyés a I’ eau, épluchés et laissés sécher a |’ obscurité pendant 3
jours, dans un endroit sec et agré, puis dans I’ étuve a 40°C pendant 3jours pour compl éter le

sechage.

Le matériel végétal, une fois séché est réduit en poudre avec un broyeur éectrique,
qui est ensuite tamisé par un tamis de 250 um de diameétre afin d’avoir une poudre fine et
homogene de couleur marron clair, puis stockeé dans des bocaux en verre al’ abri de lalumiere
(Figure 09).

Figure 09 : Poudre des rhizomes de Carthamus caerulues.L

|.2. Matériel biologique
|.2.1. Les souches microbiennes utilisées

Cing souches bactériennes ont été utilisées : Escherichia coli (25922), Pseudomonas
aeruginosa (27853), Saphylococcus aureus (25923), Lesteria innocua (74915), Bacillus
cereus (10876) et Klebsiella pneumoni (700603). Les souches bacteriennes nous ont été

fournies par le laboratoire Microbiologie, Université Abderahmane Mira Bgjaia.




Matériel T méthodes

[1. Méthodes

[1.1. Détermination delateneur en eau

La méthode utilisée est |a dessiccation par évaporation. On procéde a la dessiccation
du matériel végétal a une température de 103 £ 2°C dans une étuve ventilée jusqu'a un poids
constant. La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subit lors de la
dessiccation (Audigié et al., 1978).

Lateneur en eau est calculée par laformule suivante :

o/ _ M1-M2
H% = ——— %100

Ho, : Teneur en eaul.
M 1 : Masse d’ échantillon avant dessiccation.

M : Masse d’ échantillon aprés dessiccation.

I1.2. Méthodes d’ extraction
[1.2.1. Extraction par macération

Une extraction solide-liquide a été réalisée avec |’optimisation du protocole pour

avoir le meilleur rendement en variant les parametres suivants :
Solvant : Eau distillée, Ethanol 70% et Ethanol 96%.
Ratio : 1/10, 1/6 et 1/3.
Température: 80, 60 et 40°c.
Tempsd’agitation : 30min, 15min et 5min a 1100rpm.

Le mélange est ensuite directement filtré avec un papier filtre Whatman, |’ opération
est répétée trois fois jusqu'a épuisement de la poudre (la derniére extraction nous donne une

couleur tres claire).

Une centrifugation est ensuite réalisée a une vitesse de 3500 tours/min pendant
10min pour éiminer les éventuelles particules de la poudre suspendues dans e filtrat.

&
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Le solvant riche en substances extraites, a été récupéré dans un ballon puis évaporé a
Sec sous pression réduite a 40°C en utilisant un Rotavapeur. L’extrait ainsi récupéré a été

placeé dans I’ étuve ala méme température (40°C) pendant 48 heures pour avoir I’ extrait sec.

L’ extrait brut est ensuite conservé dans des tubes bien fermés al’ abri delalumiere a
4°C.

[1.2.2. Extraction par soxhlet

Environs 269 de poudre seche sont introduits dans une cartouche en cellulose qui est
soumise a une extraction avec le soxhlet en utilisant environs 200ml d’ éthanol 96% jusqu'a

épuisement de la poudre.
11.2.3. Préparation d’une créeme cicatrisante et del’ extrait aqueux

Suivant un procédeé traditionnel qui consiste a faire bouillir 15g de rhizomes fraiches
préalablement écrasés dans 100ml d’' eau pendant 3min, et laissées macérer durant 24h, afin

d’ obtenir une créme cicatrisante préte al’ application directe sur la zone brulée.

D’une autre part une autre préparation de la creme est effectuée dans laquelle le
surnageant de cette derniere a été récupére, un mélange hydro-alcoolique est ensuite rajouté a
cette creme suivi d’'une agitation dans le but d extraire le maximum de composes actifs, puis
filtré avec un papier filtre Watman. Le filtrat est additionné au surnageant pour donner

I’ extrait agueux.
[1.2.4. Fractionnement del’ extrait éthanolique

Environ 2.9 g de I’ extrait é&hanolique brut sec a subi un fractionnement par une série

de solvants a polarité croissante suivant la méthode donnée par Rached, (2009).

&
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Figure 10 : Schéma du protocol e de fractionnement de I’ extrait éhanolique des rhizomes de
Carthamus caeruleus.L

Chague fraction obtenue subit une évaporation au rotavapeur a 40°C a basse

pression, puis le séchage est complété dans |’ étuve.
[1.3. Calcul du rendement

Le pourcentage en extrait brut sec a été calculé pour les différents échantillons
(éthanolique, hydro-alcoolique et aqueux) et aussi pour les fractions de I’ extrait éthanolique
(Aceth, n-But, Chl, Hex et Aq) par laformule suivante:

M
R(%) = 1;5X100

R (%) : Rendement exprimeé en %.
M: Masse en gramme de I’ extrait sec résultant.
Mo : Masse en gramme du matériel végétal utilise.
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[1.4. Analyse phytochimique
L’ analyse phytochimique a été réalisée sur :

« Les différents échantillons: éthanolique (obtenu par soxhlet), hydro-alcoolique

(obtenu par macération) et aqueux (filtrat et surnageant de la créme cicatrisante).

% Lesdifférentes fractions de I’ extrait éthanolique (fraction de I’ hexane (Hex), d’ acétate
d ethyle (Aceth ), de chloroforme (Chl), de n-Butanol (n-But) et aqueuse (AQ)).

I1.2.1. Dosage des polyphenols totaux

Selon la méhode du réactif de Folin-Ciocalteu décrite par Wong, (2006). La
concentration testée pour les échantillons : éthanolique et hydro-alcoolique est la 2000pug/ml,
et la 1000 pg/ml pour I’extrait aqueux. Une concentration de 1000pg/ml a été testée pour les

fractions Aceth, n-But, Chl et Aq, et 2000ug/ml pour la fraction Hex.
Mode opératoire
e 200ul del’ échantillon ;
e Ajouter Iml d'unedilution de 1:10 deréactif Folin-Ciocalteu dans |’ eau distillée;
¢ Incubation de la solution pendant 5min ;
e Ajouter 800ul de carbonate de sodium NaxCO;3 (759 /I dans |’ eau distillée) ;
e Agitation vigoureuse avec un vortex;
e Incubation pendantlheure a température ambiante al'obscurité ;

e L’absorbance est lue & 765 nm par spectrophotomeétre contre un blanc sans extrait

(éthanol+ Folin-Ciocalteu+ de carbonate de sodium).

Le taux de polyphénols totaux dans les différents échantillons testés a été calculé a
partir d’une courbe d éalonnage linéaire (y=ax+b), établie avec des concentrations précises

d’ acide galligue (0-100pg/ml), utilisé comme standard dans les mémes conditions.

Les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent d'acide gallique par
gramme d’ échantillon (mg EAG /g d’ échantillon).

I1.2.2. Dosage desflavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium de Bahorun et al.,(1996) est utilisée pour

guantifier les flavonoides dans les échantillons de Carthamus caerelues L.
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Une concentration de 4000ug/ml a été testée pour les extraits éthanolique, hydro-
alcoolique et agueux. Pour les différentes fractions de |’ extrait éthanolique la concentration

testée est la 2000 pg/ml.
Mode opératoire

e Prélever 1 ml d échantillon ;
e Ajouter 1 ml delasolution d’AlCl3 (2% dans |’ éthanal) ;
e Incubation pendant 10min al’ obscurité atempérature ambiante ;

e Lecturedel absorbance a415 nm.

La teneur en flavonoides est déduite a partir d’ une courbe d’ étalonnage établie avec la
Quercétine utiliste comme standard et est exprimée en microgramme d équivalent de

Quercétine par milligramme d’ échantillon (ug EQ/mg d’échantillon).
11.2.3. Dosage destannins

Les tannins sont dosés par la méthode de Ba et al., (2010), qui est basée sur la
capacité de la vanilline pour produire un complexe coloré avec les unités des tannins en

présence de |’ acide chlorhydrique.

La teneur en tannins des différents extraits a été déterminée a une concentration de
4000 pg/ml pour I’extrait éthanolique et hydro-alcoolique, et a une concentration de 3000
pug/ml pour I’extrait aqueux. Concernant les fractions Hex, n-But, Aq et Aceth, une

concentration de 2000pg/ml a été testée et la 1000 pg/ml pour la fraction Chl.
Mode opératoire:

e 500 pl d'extrait ;

e Ajouter 3ml delasolution vanilline-méthanol 4% (w /v) ;

e Ajouter 1.5 ml d acide chlorhydrique (HCL) a 37%;

e Agitation vigoureuse al’aide d'un vortex ;

e Incubation pendant 15min atempérature ambiante al'obscurité ;

e L’absorbance est lue a 500 nm par spectrophotometre contre un blanc préparé avec
500ul d’extrait + 3ml méthanol+ 1,5 ml HCL.

Lateneur en tannins condensés est déduite a partir d’ une courbe d' étalonnage établie

avec la Catéchine (0-300ug/ml), réalisée dans les mémes conditions opératoires. Les résultats
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sont exprimés en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme d extrait (mg EC/g

d’extrait).

[1.5. Evaluation, in vitro, del activité antioxydante
11.5.1. Méhodederéduction du radical libre DPPH

Le pouvoir antioxydant des échantillons de Carthamus cearuleus .L est évalué selon
la méthode de Annie, (2006).

Le pouvoir antioxidant des échantillons a été évalué sur des concentrations de 62.5,
125, 250, 500, 1000, 1500 et 2000 pg/ml pour I’extrait éthanolique, hydro-alcoolique et

aqueux ainsi que pour toutes les fractions de I’ extrait éthanolique.
La procédure se déroule comme suit :
e Prélever 1 ml d échantillon ;
e Ajouter Iml de DPPH (0,1mM);
e Agitation vigoureuse al’ aide d’un vortex ;
e Incubation pendant 30 min atempérature ambiante al'obscurité;
e L’absorbance est lue a517 nm par un spectrophotométre.

Le contrble est préparé avec 1ml de DPPH + 1ml de méthanol. Les blancs sont
préparés par I’ addition de 1ml d’ extrait (dissous dans |’ éthanol) a 1ml de méthanol.

Le pourcentage de réduction du radical DPPH est donné par I’ équation suivante :

E
% scavenging duradical DPPH = x 100

Ac : Absorbance du contréle (DPPH+méthanal).

Ae : Absorbance de |’ échantillon [Absorbance du test (échantillon +DPPH)- Absorbance du
blanc (échantillon+méthanoal)].

11.5.2. Méhodederéduction du fer (FRAP)

La méthode utilisée pour la mesure de la puissance des substances des extraits a
réduire le fer ferrigue Fe3+ en fer ferreux Fe2 + est la méthode de FRAP décrite par
Thaipong et al.,(2006).
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Ce test a été effectué sur les différents échantillons (extraits et fractions) a des
concentrations de 500ug/ml pour les extraits éhanolique et hydr-alcoolique, 1000pg/ml pour
I’ extrait agueux et 1000ug/ml pour les fractions Chl, Aceth, n-But et Aq et 2000ug/ml pour la

fraction Hex.
La procédure se déroule comme suit :

Une solution du travail fraiche de réactif FRAP est préparée en mélangeant 2,5ml de
tampon acétate (PH= 3.6), 2.5ml TPTZ (2.4.6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine) solution (10 mM dans
40mM d'Hcl), 2.5ml de solution de FeCl; a 20mM (solubilisé dans I'H,0) a 37°C et filtrée

avant utilisation ;
e 150 ul d’échantillon ;
e Ajout de 2850 pl de solution de FRAP ;
e Incubation pendant 30 min al’ obscurité a 37°C ;

e Leslectures sont effectuées a 593 nm pour les échantillons préalablement centrifugés

(pendant 10min a4000rpm).

[1.6. Evaluation del’ activité antimicrobienne
[1.6.1. Isolement des souches

Les différentes souches microbiennes sont repiquées par la méthode de stries sur

gélose Meuler Hinton puis incubées al’ étuve a une température de 37°C pendant 48heurs.

La méthode utilisée pour I’ évaluation de I’ activité antimicrobienne de I’ extrait est la
méthode de diffusion sur disques de papier filtre placés sur milieu Muller Hinton (38g/l d’ eau
distillée) (Sacchetti et al., 2005 ; Celiktas et al., 2007).

11.6.2. Préparation del’extrait

L’extrait est dissout dans le DMSO, le test antimicrobien a été effectué avec cing
concentrations : 60, 30, 15, 7.5 et 3.75mg/ml.

11.6.3. Préparation del’inoculum

A partir de cultures jeunes des différentes souches, on préléve quelques colonies &
I"aide d'une anse platine, puis les décharger dans un tube de 10 ml de I’eau physiologique
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stérile. L'opacité de ces suspensions est équivalente a 0.5 Mc Farland mesurée par un

densitométre.
[1.6.4. Miseen test

Un écouvillon est imprégné dans les tubes de suspension, puis essoré en pressant
contre les parois internes du tube. L’ensemencement est fait en stries serrés de haut en bas

pour avoir un tapis qui couvre toute la surface de la boite de pétri.

Dans des conditions aseptiques, des disques de 6mm de diamétre sont imprégnés de
20ul de chague concentration de I’ extrait éthanolique dissous dans le DM SO (60, 30, 15, 7.5
et 3.75mg/ml) préalablement stérilisées en utilisant un papier filtre seringue (diametre
0.02um) et sont placés alaide d une pince sur les boites de pétri, a raison de 6 disques pour

chague boite. Le DM SO est utilisé comme étant un témoin négatif.

Les boites sont incubées a 37°C pendant 48heures dans I'éuve a 37°C. Aprés
I"incubation, des zones d'inhibition apparaitront autour des disques s I'extrait inhibe la
croissance microbienne, les diamétres de ces zones d'inhibition sont ainsi mesurés a |’ aide de

pied acoulisse digital.
[1.7. Evaluation del’activité cicatrisante
Sur une zone brulée au niveau du bras d’ une étudiante (brulée accidentellement), la

créme préparée traditionnellement a été appliquée aprés le septiéme jour de la brulure, suivant

une méthode traditionnelle, au moins 3 fois par jours pendant 15 jours.
11.8. Analyse statistique

Pour chague échantillon analysé, trois mesures ont été réalisées et les résultats ont été
exprimés sous forme de: moyenne * écartype. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le Paired T-Test. Les différences ont éé significatives a P<0.05. Les

valeurs des IC50 ont été calculées en utilisant le logicile GraphPadPrism version (7.03).

&
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|. Déermination delateneur en eau

Nous avons utilisé la méthode pondéral e pour déterminer lateneur en eau dans la

poudre des rhizomes de Carthamuscaeruleus.L.

La poudre récupérée renferme un taux d’ humidité de 7£0.97 % ce qui confére a cette
poudre une bonne conservation along terme car ce taux doit étre inférieur a 10%(Audigiéet
al.,1978).

Eau 7%

\ MS 93% J
Bl 0
DE——_

Figure 11 : Teneur en humidité de la poudre des rhizomes de Carthamuscaeruleus.L

"

1. Calcul derendement

Le pourcentage en extrait brut sec pour les différents extraits (éthanolique, hydro-
alcoolique et aqueux) et de chagque fraction (Hex, Aceth, Chl, n-But et Aq) de |’ extrait
éthanolique des rhizomes de Carthamuscaeruleus .L aété calculé par laformule citée
auparavant.

I1.1. Lesrendementsdes troisextractions : hydro-alcoolique, aqueuse et par soxhlet
[1.1.1. Rendement del’ extraction hydro-alcoolique

e Lamiseau point desparamétres:

Les résultats obtenus lors de la mise au point des paramétres sont résumés dans | e tableau 03:
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Tableau 03: Caractéristiques et rendement des différents extraits obtenus en variant les différents

parametres.
Parameétresvariés Couleur Aspect Rendement %
+’écart type

Eau distillée Jaune claire Pae 6.79+0.93

Solvant Ethanol 70% Brun orangé Brillant 7.63+0.07
Ethanol 96% Brun jaune Brillant 1.93+0.025
1/3 Brun orangé Brillant 4.66x1.067

Ratio 1/6 Brun orangé Brillant 7.60+£0.080
1/10 Brun orangé Brillant 8.53+0,315
40°c Brun orangé Brillant 7.74+0.1

Température 60°c Brun orangé Brillant 8.51+0,104
80°c Brun orangé Brillant 8.53+0,315

Temps 5min Brun orangé Brillant 7.17£1.15

d’ agitation 15min Brun orangé Brillant 8.5+0.104
30min Brun orangé Brillant 8.4+0.43

D’ apres les résultats représentés dans le Tableau 03, la nature du solvant influence le
rendement de I’ extraction qui est de I’ordre de 6.79 + 0.93, 7.63 + 0.07 et 1.93 + 0.025%
pour I'eau distillée, éhanol 70% et éthanol 96%, respectivement. Le rendement obtenu avec
I’eau distillée est nettement meilleur a celui obtenu avec I’ é&hanol 96%. Cela démontre que
I’extrait de la poudre des rhizomes de Carthamuscaeruleus L est riche en molécules polaires
et hydrophiles. Néanmoins, le mélange hydro-étahnolique 70% a permis la solubilisation
d’ une quantité plus importante de composants grace a leur effet conjoint aboutissant a un
meilleur rendement. La variation du ratio (masse de la poudre/volume du solvant) de 1/3 a
1/10 entraine une amélioration du rendement (p<0.05) de 4.66 + 1.067 & 8.53 £ 0,315%, cela
est d0 a la présence d’une quantité plus élevée du solvant qui permet la solubilisation d’ une
guantité plus importante de molécules. La température favorise le rendement de I’ extraction
en influencant la solubilité des constituants de la plante ; néanmoins, I’augmentation de la
température a 80°C a entrainé une variation non significative (p>0.05). L’augmentation de la
durée d'agitation de 5 a 15min a abouti a|I’améioration du rendement qui est di a un temps

de contact plus important permettant la dissolution d’une guantité plus éevée de molécules.
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Toutefois, I’augmentation de temps d'agitation a 30 min n’a pas entrainé une variation
significative (p>0.05). D’ aprés ces résultats, on peut déduire que le meilleur rendement de
I’ extraction hydro-al coolique est obtenu avec I’ éthanol 70%, ratio 1/10 & 60°C pendant 15min
a1100tour /min.

[1.1.2 Rendement d’extraction par soxhlet (éthanolique)

L’ extrait obtenu a une couleur brune orangée, avec un aspect brillant, et qui révéle un
rendement de 3.17 + 0.17 %. Ce rendement est nettement meilleur a celui obtenu avec la
macération avec |’éthanol 96% qui est de I'ordre de 1.93 £ 0.02%. L’extraction avec le
soxhlet permet I’ épuisement de la poudre utilisée en ses substances pouvant étre solubilisées
dans le solvant utilisé qui se renouvelle constamment en contact de |’ échantillon aboutissant a

un meilleur rendement.

11.1.3. Rendement dela cremecicatrisante et de |’ extrait aqueux

e Apresune macération de 24h, deux phases ont été formées :

% Une creme a effet cicatrisant d’ une couleur beige et insoluble dans |’ eau avec un
rendement de 9.43% ;

% Un surnageant coloré.

e L’extrait agueux obtenu a partir de la créme cicatrisante (compose de surnageant et de

filtrat) a donné un rendement de 0.92%.

Figurel2 :Image de la créme traditionnelle et le surnageant récupéré.

&
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I1.4. Rendement desfractionsdel’extrait éthanolique obtenu par soxhlet

hexane;
} 10,47

[
[
‘ acétate
d'ethyle;
19,84

\\ b 4 .
\_~ chloroforme;
v 4,22
n-butanol;
5,104

Figurel3 :Les rendements des fractions de |’ extrait éthanolique

La Figue 13 montre les pourcentages de chaque fraction calculés a partir de 2.9g de
I’extrait éthanolique obtenu par soxhlet. Le rendement des fractions Hexane (Hex),
Chloroforme (Chl), Acétate d’ éthyle (Aceth), n-Butanol (n-But) et Aqueuse (AQ) est de 10.47,
4.22,19.84, 5.104 et 55.51%, respectivement. Le meilleur taux (plus de la moitié de I’ extrait)
est obtenu dans la derniére phase du protocole de fractionnement, qui est la phase aqueuse.
Cela est en accord avec les résultats obtenus lors de I’ optimisation de |’ extraction hydro-
alcoolique et confirme gque I’ extrait de la poudre des rhizomes de Carthamuscaerulus.Lest trés
riche en substances qui sont de nature hydrophile.

1. Analyse phytochimique
L’ étude phytochimique a été réalisée sur :
« Lesdifférents extraits : é&hanolique(soxhlet), hydro-alcoolique et aqueux.
+ Lesfractions de |’ extraitéthanolique (soxhlet) : Hex, Chl,Aceth, n-Butet Aq.

[11.1. Dosage des polyphenolstotaux

Lateneur en polyphénols a été déterminée selon la méthode de Folinciocalteu.

Le Folin-Ciocalteu réagi avec la solution d extrait aboutissant a |’ apparition d’une
coloration bleue proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits

(Bentabetet al.,2014). Les concentrations en polyphénols totauxsont estiméesen utilisant

v
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I”égquation de la régression linéaire de la courbe d' éaonnage de I’ acide gallique représentée

danslaFigure 14 :

1 -
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Figure 14 : Courbe d’ étalonnage d’ acide gallique
Les résultats obtenus sont rapportés en milligramme d équivalent d’ acide gallique par
gramme d’ extrait de |la matiere végétale seche(mg EAG/g d’ extrait).
[11.1.1. Teneur en polyphenolsdes extraits: é&hanolique, hydro-alcoolique et aqueux

Letableau 04 présente les résultats obtenus :

Tableau04 : lateneur moyenne en polyphénols totaux de I’ extrait en mg EAG/g d’ extr ait

Extrait Teneur en polyphénolsen

(mg EAG/g d’extrait)

e Ethanolique 17.56+0.96
e Hydro-alcoolique 11.80+0.14
e Agueux 14.95+1.22

La Tableau 04 montre les teneurs en polyphénols totaux dans les différents extraits:
éthanolique, hydro-alcoolique et aqueux qui sont respectivement de I’ ordre de 17.56x0.96,
11.80 +0.14 et 14.95+1.22mg EAG/g d’ extrait. D’ apres ces résultats, la teneur la plus élevée
est obtenue dans I’ extrait éthanolique (P<0.05) tandis, que la différence entre les teneurs en
polyphénols entre [I'extrait hydro-alcoolique et agueux n'est pas sSignificative
(P>0.05).Néanmoins, ces teneurs sont relativement faibles par rapport a la teneur donnée par

Toubaneet al.,(2017) qui est de I’ordre de 190.98 mg EAG/g d' extrait. Comparativement a
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d’autres extraits de plantes qui sont riches en polyphénols, la teneur de I’ extrait de plante

Carthamuscaeruleus L reste faible.

[11.1.2. Teneur en polyphenolsdesfractions

120
u
g 100 M E.éthanolique
O
< Hex
£ §80 chi
o | ]
o 860
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- 40
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Figure 15: Teneur en polyphénols dans les différentes fractions de |’ extrait éhanolique (Soxhlet).

La Figure 15 montre les résultats des teneurs en polyphénols dans les différentes
fractions: Hex, Chl, Aeth, n-But et Aq de I’ extrait éhanolique qui sont de |’ ordre de 11.63 +
0.04, 69.31 + 1.88, 101.46 + 1.13, 48.98 + 0.37 et 12,88 + 2.01 mg EAG/g de fraction,
respectivement. La fraction Aceth affiche la teneur la plus élevée (P<0.05), ce qui est en
accord avec I’ éude réalisée parBoumerfeg, (2010) qui ont trouvé la teneur la plus importante
dans la fraction d’ Aeth qui est de |’ordre de 38.791mg EAG/g d’ extrait, nettement inférieure
aux résultats de notre étude. On peut noter aussi que les polyphénols sont concentrés
principalement dans les fractions Aceth, Chl et n-But qui représentent environs 38% de
I’extrait brut, aors qu une faible quantité en polyphénols est présente dans les fractions Hex
et Aq (environs 69% de I'extrait brut). Ce qui est en accord avec la faible teneur en

polyphénols dans |’ extrait éthanolique brut.

[11.2. Dosage des flavonoides totaux

Dans le but de quantifier les flavonoides dans les échantillons de
Carthamuscearuleus.L, la méthode de trichlorure d'auminium a été suivie(Talbi et
al.,2015).Lateneur en flavonoides est déduite a partir d’ une courbe d’ étalonnage établie avec
la Quercétine et est exprimée en milligramme d'équivalent de Quercétine par gramme
d’ extrait (mg EQ/g d’ extrait).
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Figure 16: Courbe d’ éaonnage de la Quércitine.
I11.2.1. Teneur en flavonoides dansles extraits : éthanolique, hydro-alcoolique et aqueux

Le Figure 17représente | es résultats obtenus :

3,5
3
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2
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Teneur en Flavonoides

Figurel? : Lateneur moyenne en flavonoidesdes |’ extraits en mg EQ/g d’ extrait

La Figure 17 montre la teneur en flavonoides dans les différents extraits : éhanolique,
hydro-alcoolique et agqueux qui est de I’ordre de 4.40 + 0.02, 2.91 + 0.007 et 3.48+0.01mg
EQ/g d'extrait. Lateneur la plus élevée a été trouvée dans I’ extrait éthanolique (P<0.05). Ces
résultats révélent que les extraits de la poudre de Carthamuscearuleus.Lsont pauvres en
flavonoides. Cela a rendu le dosage un peu compliqué, vu qu'il a falu tester des
concentrations supérieures a 1 mg/ml colorées qui rend difficile la révélation de la présence
des flavonoides. Pour cela, nous avons testé trois concentrations 1, 2 et 4 mg/mL contre un

blanc qui contient respectivement 1mL de chaque concentration testée et 1mL d’ éthanol.

29
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[11.2.2.Teneur en flavonoides desfractions de |’ extrait ethanolique

La Figurel8 présente la teneur en flavonoides des différentes fractions: Aceth et n-But
qui est de I'ordre de 5,58 + 0.06 et 4,16 = 0.09 mg EQ/g de fraction et absence des
flavonoides dans les fractions Hex, Chl et Ag. Lameilleure teneur est obtenue dans la fraction
Aeth puis dans la fractionn-But (P<0.05). La teneur en flavonoides dans la fraction Aceth est
proche de celle obtenue parBelkhiri, (2009) qui est de I’ordre de 6.68+0.32 mg EQ/g de

fraction.

Teneur en flavonoides
o - N w D (0] (o)}
1

Acetate d'éthyle n-Butanol L
[Fraction]ug/mL

Figure 18 : Lateneur des différentes fractions en flavonoides

[11.3. Dosage destannins

Afin de déerminer la contenance en tannins des extraits desrhizomes de
Carthamuscaeruleus.L la méthode de la vanilline en milieu acide est utilisée. Une courbe
d' éalonnage est réaliséea partir de différentes concentrations de standard Catéchine.Les
résultats sont exprimés en microgramme d’ équivalent de la Catéchine par gramme de matiere

seche (mg EC/g d’ extrait)
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Figure 19: Courbe d’ étalonnage de Catéchine
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[11.3.1.Teneur en tanninsdestrois extractions: ethanolique, hydroalcoolique et aqueux

D’apres les tests réalisés sur la concentration 4 mg/ml pour les extraits éthanolique et
hydro-alcoolique ; et 3 mg/ml pour I’ extrait aqueux, nous n’avons pas révélé la présence des

tannins.

[11.3.2.Teneur en tanninsdesfractionsdel’extrait é&hanolique

Les dosages effectués sur les différentes concentrations Img/ml, 2mg/ml et 4 mg/ml des
différentes fractions de I’ extrait éhanolique indiquent |’ absence des tannins dans toutes les
fractions (Hex, Chl, n-But et Aq), et une teneur de 1’ordre de 6.08 = 0.02ugEC/g de la
fractionAceth. Néanmoins, cette faible teneur et les concentrations élevées testées (coloration
foncée) ne permettent pas de détecter la couleur caractéristique de la présence des tannins. La
faible teneur en tannins dans la fraction Aceth est en accord avec les résultats de I’ étude
réalisée par Hamadiet al.,(2014).

V. Evaluation, in vitro, del activité antioxydante

L'évaluation de I'activité antioxydant a éé réalisée sur les différents extraits
éthanolique, hydro-alcoolique et aqueux ainsi que sur les fractions Aceth, Chl, Hex, n-but et

Aqobtenues a partir de I’ extrait éhanolique.

IV.1. Mé&hodederéduction du radical libre DPPH

L’ activité anti-radicalaire des différents extraits a été évaluée par le test de DPPH, qui
est un test simple et rapide, il est tres répondu dans le dépistage antioxydant(Prior et
al.,2005).

La Figure 20 représente les pourcentages d' inhibition du radical DPPH par les standards

utilisés, |’ acide ascorbique et laBHA.
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Figure 20 : Pourcentages d'inhibition du radical DPPH par les standards, la Vit C et laBHA
D’ aprés ces résultats, on constate que la Vit C est plus efficace que la BHA avec un
taux d’inhibition maximal del’ ordre de93.93+8.46 et81.76+8.46, respectivement, atteints ala
concentration de 25ug/mL. La concentration inhibitrice 50% (IC 50) est de I’ ordre de 6.72
+0.07et 7.6+ 0.09ug/mL pour lavit C et laBHA, respectivement. Ce qui indique que laVit C
est plus puissante que laBHA dans |’ effet scavenger du radical DPPH.

IV.1.1 Evaluation de I'activité anti-radicalaire au DPPH des différents extraits

éthanolique, hydro-alcoolique et aqueux
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Figure2l : Pourcentages d'inhibition du radical DPPH par les extraits : éhanolique, hydro-alcoolique
et aqueux .

La Figue 21 montre les pourcentages d'inhibition du radica DPPH obtenus par les

différents extraits. A une concentration de 2000ug/ml, les pourcentages d’inhibitiondu radical




Résultats < discussion

DPPH pa [I'extrait éhanolique(90.4+7.67%), | hydro-alcoolique (90.14 +0.17%) et
I’ agueux(85.7+0.1%) sont statistiquement non différents (P>0.05).

Lesvaleursd' IC50 de |’ acide ascorbique et de la BHA obtenues par lelogiciel graphpad
sont respectivement de 1’ordre de 6.72ug/ml et 7.6ug/ml.LEn comparant 1I’'IC50 de
I’extraitséthanolique (322.966+7.77ug/ml), 1’hydro-alcoolique (238,413+14.17pg/ml) et
I’aqueux (219,9+3.53ug/ml)des rhizomes de Carthamuscaeruleus.L par rapport a celles de
I"acide ascorbique et de la BHA, on remargue que |’ activité anti-radicalaire de ces extraits est
tres faible. Ce qui indique que les extraits de poudre des rhizomes de Carthamuscaeruleus L
ne sont pas de puissants antioxydants.Ces résultats sont en corrélation avec la faible teneur en

polyphénols totaux et en flavonoides présents dans ces extraits.

L’ IC50 de I extrait éthanolique est meilleur que celui trouvé par Toubaneet al.,(2017)
qui est de I’ordre de 1500pg/ml, donc I’activité anti-radicalaire de I’extrait éthanoliqueest plus
importante. Toutefois, les mémes auteurs ont trouvé des teneurs plus importantes en
polyphénols de I’ordre de 190mg EAG/g d extrait ce qui n’est pas en accord avec |I'IC50

gu’ils ont trouvé.

IV.1.2 Evaluation del’activité anti-radicalaire au DPPH des différentes fractions

La Figure 22 montre les pourcentages d'inhibition du radical DPPH obtenus par les

différentes fractions.
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Figure 22: Pourcentage d'inhibition de radical DPPH des différentes fractions.

D’ apres ces résultats, I’ activité anti-oxydante des fractions dans un ordre décroissant est
comme suit: Aceth, Chl, n-But, Hex puis Aq avec des IC 50de I’ordre de 149.28+6.42,
182.42 +10.86, 297.19+80.52, 815.92 +25.34 et 1790.52+121.29ug/ml, respectivement
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(figure 23). On constate que I’ activité est plus marquée dans les fractions qui contiennent une
guantité plus grande en polyphénols. La corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et
IC50 est faible selon le coefficient de corrélation donné par la courbe(R?=0,613, Figure 01
Annexes 03). Cela indique que I’ activité anti-oxydante pourrait étre due aussi a d autres
composants autres queles polyphénols présents dans les différentes fractions. Néanmoins, ces
valeurs des IC50 sont nettement plus élevées par rapport a celles obtenues avec la BHA €t la
Vit C surtout pour le cas de la fraction aqueuse majoritaire. Cela est en accord avec lafaible
activité observée dans I’ extrait éthanolique brut. Les substances anti-oxydantes de |’ extrait se
sont surtout concentrées dans les fractions Aceth, Chl et n-But et beaucoup moins dans la
fraction Hex. Alors que la fraction Aq mgjoritaire présente un pouvoir anti-oxydant plus

faible que celui de I’ extrait brut.
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Figure 23 : L'1C50 des différentes fractions
IV.2. Méthodedereéduction du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur des différents échantillons (extraits et fractions) des rhizomes de
Carthamuscaeruleus.L a été évalué selon laméthode de Thaiponget al.,(2006)

Dans ce travail, par la méthode de FRAP on atesté |es différents extraits des rhizomes

de Carthamuscearulues.L, le FeSO;, et |e standardacide ascorbique.
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Figure 24: Courbes d' étal onnages deFeSO, et acide ascorbique.
L’ augmentation de |’ absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits.

IV.2.1Evaluation du pouvoir réducteur desdifférents extraits éhanolique, hydro-

alcoolique et aqueux

La Figure 25 présente le pouvoir réducteur des extraits : éhanolique, hydro-alcoolique
et aqueux qui sont de I’ ordre de235,52+30.55,190,52+ 32.94 et 179,94+19.31uM FeSO,/g de

matiere séeche dontla différence est statistiquement non significative (P>0.05).Ces valeurs

sont, toutefois, nettement loin de cellesobtenues avec le standard, la Vit C, qui est de
12071,66+1002.26 pM FeSO,/g d échantillon.Ces résultats confirment le faible pouvoir

antioxydant des extraits des rhizomes de Carthamuscaeruleus.Lobservé dans le test anti-

radical DPPH.
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Figure 25 : le pouvoir réducteur des différents extraits des rhizomes de Carthamuscaeruleus.L.
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IV.2.2. Evaluation du pouvoir réducteur desdifférentesfractions

Le Tableau 05 présente les résultats du pouvoir réducteur des différentes fractions Aq,

Hex, Chl, n-But e  Aceth

qui  sont

'ordre de

73.02+0.962,

93.73+5.62 ,185.66+8.429 ,74.97+1.272 €t520.25+6.666 uMEq FeSO4/ g de matiére séche,
respectivement ; et de I’ ordre de 6.248+0.079, 7.827+0.462 , 15.506+0.692 , 31.066+0.104 et
43.006x0.547 mg EqvitC/ g, respectivement.

Tableau05: le pouvoir réducteur des fractions.

L e pouvoir réducteur en :
Fraction uM EQ FeSO4/ g+ | ptM EQ vitC/ g
écart type * écart type
e AQ 73,02+0.962 6,248+0.079
e Hex 93,7315.62 7,827+0.462
e Chl 185,66+8.429 15,506+0.692
e N-but 374,97+1.272 31,066+0.104
e Aceth 520,25+6.666 43,006+0.547
e Acide 12071,66+1002.26 .
ascorbique

D’ apres ces résultats, la fraction Aceth présente le pouvoir réducteur le plus important et
qui affiche des teneurs en polyphénols les plus élevés. Néanmoins, cette activité reste tres
faible par rapport au standard utilisg, la Vit C, qui a un pouvoir réducteur de I’ordre
de 12071,66+1002.26 uM EQ FeSO4/ g d’échantillon. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus dans le test DPPH.

V. Evaluation del’ activité antimicrobienne

La méthode de diffusion sur disques a été utiliste pour évaluer | activité
antimicrobienne de I’extrait éhanolique, de Carthamuscaeruleus.L(Sacchetti etal.,2005 ;
Celiktasetal., 2007).Les concentrations testées sont : 60, 30, 15, 7.5 et 3.25mg/ml.

Les résultats obtenus indiquent que les souches bactériennes: Escherichia cali,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereusetKlebsiella pneumonie, ont une forte résistance

méme a des concentrations élevées vis-avis de I'extraitéthanolique avec un diamétre
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d’inhibition de 6mm. Alors que les deux souches bactériennestaphylococcus aureus et
Listeriainnocua affichent des diameétres d’inhibition de 7 et 8 mm, respectivement ;a la plus
grande concentration de 60mg/mL. Toutefois, ces vaeurs indiquent que la
souchelisteriainnocuaest aussi résistante al’ extrait éthanolique aux concentrations testées.

Alors que la souche Saphylococcus aureusest probablement sensible a des concentrations
supérieures a 60mg/mL.

S.aureus lesteria

60mg/ml
60mg/ml

30mg/ml
30mg/ml

Figure 26: Zones d'inhibition données par I’ extrait ethanolique contre : (1) Saphylococcus aureus et
(2) lesteria.

Desrésultats similaires ont été obtenus par Belkhiri, (2009) qui atesté la concentration
de 100mg/ml de I'extrait méthanolique des rhizomes de Carthamuscaeruleus.L sur les
souches bacteriennesEscherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, et
Klebsiella pneumonie,qui a aussi trouvé que I’ extrait est résistant aussi au Saphylococcus
aureus et lesteriainnocuaa la méme concentration, contrairement a nos résultats. Cela

implique de tester des concentrations plus éevées que 60mg/mL afin de déterminer les
concentrations minimalesihibitrices (CMI).

La faible activité antimicrobienne de cet extrait est en accord avec sa faible teneur en
polyphenols(17.56£0.96mg EAG/g d’ extrait).

V1. Evaluation del’activité cicatrisante

L’ application traditionnelle de la creme cutanée révéle les résultats représentés dans les
photographies suivantes :
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Figure 26 : Photographie montrant les résultats d' un cas d un individu ayant appliqué la créme

traditionnelle :A :zone de brulure+1%© application ; B :3*™ jour ; C :aprés 10 jours ; C : le 15°™ jours.

Les photographies prises au niveau de la zone de brulure montrent une régénération
progressive du tissu cutané. Notant qu’ apres une durée de 15 jours d’ application de la creme,
la régénération du tissu de la peau est compléte. Les mémes resultats ont été obtenu par
Hamadiet al .,(2014)apres application de la créme cicatrisante sur une éudiante qui s est fait

brul ée accidentellement au niveau du dos delamain et du bras .







CONCLUSION

Conclusion :

A coté des substances médicamenteuses, les différentes plantes médicinales sont a
I’ origine de synthése de molécules bioactives, capables d’ exercer un effet équivaent a celui

des médicaments et ce grace ala nature chimique de ces constituants majoritaires.

Ce travail nous a permis d’ effectuer une analyse phytochimique, d’ évaluer I’ activité

antioxydante, antimicrobienne et d’ évaluer I’ activité cicatrisante.

Les résultats obtenus au cours de nos travaux sur les rhizomes de Carthamus
caeruleus.L sont :

% La teneur en polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin- ciocalteu révéle
que, I'extrait éhanolique contient 17.56+0.96mg EAG/g d’extrait, une teneur plus
élevée que celle de I’extrait hydroalcoolique et agueux. La fraction Aceth issue de
I’ extrait éthanolique contient une teneur de 101,46+1.13 mg EAG/g d’ extrait, qui est

la plus importante par rapport aux autres fractions.

% Lateneur en flavonoides par la méhode d’ AlICl3 nous méne a conclure que I’ extrait
éthanolique de cette plante contient 4.40+0.02 mg EQ/g d’extrait, une teneur plus
élevée que celle de I'extrait hydro-alcoolique et agueux. La fraction Aceth contient
une teneur de 5.58+0.068 mg EQ/g d’extrait qui est la plus importante par rapport

aux autres fractions. Toutefois, ses teneurs sont tres faibles.

% Lestannins n'ont pas pu étre détectés dans les extraits éhanolique, hydro-alcoolique
et aqueux avec les concentrations testées. La seule fraction qui a révélé une faible
teneur en tannins, est I’ Aceth avec 6.083+0.02pg EC/g d’extrait.

% Les résultats de test DPPH ont montré que I’ extrait éhanolique, hydro-alcoolique et
agueux possede un pouvoir inhibiteur similaire qui est nettement faible
comparativement a celui  des standards BHA (7.6ug/ml) et acide ascorbique
(6.72pg/ml). La fraction Aceth révéle I'lC50 le plus faible avec (149.28+6.42ng/m)
donc le pouvoir antioxydant le plus important comparativement aux autres fractions et

qui reste faible par rapport acelui dela BHA et de I’ acide ascorbique.

+ Lesrésultats de test de FRAP ont révélé que |’ extrait éthanolique, hydroalcoolique et

aqueux possede une capacité de réduction de Fer .Parmi toutes les fractions testées
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I’ Aceth posséde le pouvoir réducteur le plus important 520,25 ptM EQ FeSO04/ g
d’extrait. Mais qui reste inferieur a celui obtenue par I’ acide ascorbique 12071,66

pM EQ FeSO4/ g d’extrait.

Les résultats trouvés concernant la composition phytochimique de | extrait
éthanolique est en corrélation avec son pouvoir antioxydant, ce qui est aussi montré par la

fraction Aceth de cet extrait é&hanolique

% L’activité antimicrobienne de I'extrait éhanolique des rhizomes de Carthamus
cearuleus.L a été évaluée sur six souches bactériennes par la méthode de diffusion sur
disque de cellulose. Les résultats ont montré que I’ extrait n’a pas d activité contre

toutes les souches sauf Staphylococcus aureus.

+ Lesreésultats obtenus aprés une application traditionnelle de la créme cutanée pendant
une durée de 15 jours ont montré une efficacité remarquable de cette derniere sur la

cicatrisation de la brulure.

Les perspectives envisagées dans les prochaines recherches concernant la plante

Carthamus caeruleus. L sont :

Il serait aussi intéressant de déterminer les composants actifs responsables de |’ effet
cicatrisant de la creme obtenue a partir de la plante, ainsi que de tester les différentes fractions
sur des modeles animaux afin de déterminer la fraction responsable de cet effet et sa

composition phytochimique par des techniques de séparation chromatographiques.

Toutefois, I’absence d’'une activité antibactérienne des extraits des rhizomes de
Carthamus caeruleus.L suggere une recherche de plantes bénéficiant de cette activité et
susceptible d’ étre incorporée alaformulation ou mélanger avec le miel qui est connu pour son

activité antimicrobienne et cicatrisante.
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ANNEXES

ANNEXE 01 :
Tableau : Listedes produits chimiques utilises
Milieux utilisés et Réactifs solvants
*Géose nutritive ; L ’acide galique;
*Géose Chapman ; *Réactif de Folin-Ciocalteu ;
*Gélose sang cuit ; *Carbonate de sodium (Na2CO3) ;
*Géose Muller- Hinton ; *Chlorure d’a@uminium (AICI3) ;
*Gélose extrait de malt ; «Catéchine;
*Bouillon glucosé tamponné (BGT). oL’ eau distillée et I’ eau physiologique ;
*DPPH ;
*Quercétine ;
*HCL ;
*Vanilline;
*Méthanol ;
*Ethanol ;
*Persulfate de potassium ;
*DMSO.




ANNEXES

ANNEXE 02 :
Tableau : appareillages et leur references.
Appareils
Marque Modele | Paysde fabrication

Agitateur magnétique VELP F205004420 Italie
Autoclave _ _ _
Balance de précision RADWAG PS 210.R2 Pologne
Bain marine RAYPA _ Italie
Broyeur éectrique SAYONA CG-333 Italie
Etuve BINDER _ Allemagne
Evaporateur rotatif Heidolph _
PH métre BOECO BT-675 Allemagne
Pied a coulisse _ _ _
Soxhlet Reihenheizgerét 4 _ Allemagne
Spectrophotométre BIOTECH UV-9200 Allemagne

ENGINEERING
Tamis électrique Retsch AS200 Allemagne
Vortex VELP F20500420 Italie

SCIENTIFICA
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Figure: Courbe de corrélation entre I’ |C50 et lateneur en polyphénols des différentes
fractions de I’ extrait éhanolique de Carthamus caeruleus.L
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polyphénols totaux des différentes fractions de I’ extrait éthanolique de Carthamus
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Résumé

La plante Carthamuscaer uleus.Létudiée est connue dans le nord algérien notamment en Kabylie sous
son nom ‘Amarsgus, et son rhizome est largement utilisé en médecine traditionnelle sous forme de
creme cicatrisante. La présente éude est consacrée pour évaluer les propriétés antioxydantes des
extraits hydro-alcoolique, aqueux ainsi que I'extrait éhanolique et ses fractions, les propriétés
antimicrobiennes de I’ extrait ethnolique, et I'évaluation de I’ activité cicatrisante de la creme cutanée
en dernier. La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICI3. La teneur en tanins
condensés a été déterminée par la méthode vanillineeHCL. L’ activité antioxydante a été évaluée en
utilisant deux méthodes différentes: la méthode de réduction de radical libre DPPH et la méthode de
réduction du Fer (FRAP). L’ activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches bactériennes
en employant la méhode de diffusion sur disque solide. L’activité cicatrisante a éé évaluée en
appliquant la créme cutanée sur une brulure au moins trois fois par jour pendant 15jours.Les extraits
testés ont révélés une activité antioxydante plus au moins importante. L’évaluation de I’ effet
cicatrisant de la créeme préparée traditionnellement révél e une efficacité importante sur les brilures.

Mots clés : Carthamuscaeruleus.L,composés phénoliques, activité antioxydante, activité

antimicrobienne, créme cicatrisante.

Abstract

The plant Carthamuscaeruleus.L studied is known in north Algeria especially in Kabylia under its
name 'Amarsgus, and its rhizome is widely used in traditional medicine in the form of cicatrizing
cream. The present study aimed to evaluate the antioxidant properties of agueous-alcoholic extracts, as
well as the ethanolic extract and its fractions, the antimicrobial properties of the ethanolic extract, and
the evaluation of the healing activity of the skin cream. The total content of phenolic compound was
determined using the Folin-Ciocalteu reagent. Flavonoids were evaluated using the AICI3 method. The
content of condensed tannins was determined by the vanillin-HCL method. The antioxidant activity
was evaluated using two different methods: the free radica reduction method DPPH and the iron
reduction method (FRAP). Antimicrobial activity was determined on five bacterial strains using the
solid disk diffusion method. The healing activity was evaluated by applying the skin cream on a burn
for 15 days. The extracts revealed an average antioxidant activity. The application of the healing
cream on the burned zone confirms its effectiveness in the treatment of burns.

Keywor ds: Phenolic compounds, Antioxidant activity, Antimicrobia activity, Healing cream.
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