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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

Depuis des milliers dannées, I'nomme a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux metabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres large
éventail d'activités biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache trés

intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études [01].

Parmi les métabolites végétaux extensivement étudiés figurent les polyphénols, les huiles
essentielles et les alcaloides qui possédent de nombreuses propriétés pharmacologiques telle que
la propriété antioxydante qui a attiré 1’attention de nombreux laboratoires et chercheurs dans le
cadre de la recherche d’ antioxydants naturels utilisés dans les industries alimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques d’une part et d’autre part pour valoriser 1’effet préventif de ces

métabolites contre les différentes pathologies liées au stress oxydatif [02].

D’un autre coté, ’'usage extensif des agents antibactériens et antifongiques chimiques
dans la médication humaine ainsi que dans les élevages animaux conduit a la sélection de
souches microbiennes résistantes, d’ou I’importance d’orienter les recherches vers de nouvelles
voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours constitué une source d’inspiration de nouveaux

médicaments [03].

Par ailleurs, les maladies thrombotiques artérielles ou veineuses constituent actuellement
un probléme de santé majeur et I’'une des causes principales de la mortalité dans le monde, ¢’est
pour ca plusieurs études sont focalisées sur la recherche des anticoagulants naturelles pour traiter
ces pathologies vasculaires [02].

Notre travail vise principalement a évaluer I’activité biologique de I’extrait d’une plante
de la région de Sedrata, wilaya de Souk Ahras qui s’appelle « Rhaponticum acaule L. », cette

derniere possede des vertus médicinales est considérée comme bénéfique pour les cellules
hépatiques, apéritive, cholagogue, dépurative, stomatique, tonique, etc. [04]. En décoction, elle
est recommandée dans les maladies du foie et des intestins, [05] et méme pour traiter les

pathologies génito-urinaires et de tube digestif. [06].
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INTRODUCTION GENERALE

Ce travail est réparti en deux grandes parties:

- Une partie théorique qui est composee de trois chapitres, initié par quelques généralités sur la
phytothérapie et les plantes médicinales dans le premier chapitre. Le deuxiéme expose une
description botanique, thérapeutique et chimique de l'espéce étudiée et le troisieme chapitre

représente des généralités sur les activites biologiques étudiées.

- Une partie expérimentale qui est subdivisée en deux chapitres, le premier présente les méthodes

et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail, a savoir:

» L'extraction des fruits sechés de la plante par macération ;

» L’évaluation in vitro de I’effet antioxydant de 1’extrait par test de DPPH ;

» L’évaluation in vitro de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé ;

» L’évaluation in vitro de D’activité anticoagulante de méme extrait vis-a-vis la voie
exogene de la coagulation par deux tests généraux (Taux de prothrombine (TP), et
International Normalized Ratio (INR)).

- Le cinquieme chapitre est consacré aux résultats et discussions.

-Enfin nous avons terminé notre travail par une conclusion et perspectives du travail.
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CHAPITRE I : LA PHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES

I. La phytothérapie et les plantes médicinales :

En ALGERIE, les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,

qui sont largement employées dans divers domaines de la santé [07].

I.1. Définition de la phytothérapie :

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement« soigner
avec les plantes ». Il s'agit d'une pratique millénaire basée sur un savoir empirique qui s'est

transmis et enrichi au fil d'innombrables générations [08].

La phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode

thérapeutique qui utilise I'action des plantes médicinales [08].
1.2. Différents types de la Phytothérapie:
Il existe plusieurs types de phytothérapie [09] :

» L’aromathérapie : elle utilise les essences des plantes aussi appelées huiles essentielles.
Ces substances aromatiques sont extraites par distillation. 1l faut cependant utiliser
I’aromathérapie avec précaution et respecter les doses prescrites. L’utilisation la plus

fréquente est 1’application par voie cutanée.

» La gemmothérapie : elle consiste a utiliser les extraits alcooliques et glycérinés de
jeunes pousses de végétaux ou de bourgeons. Ces extraits sont alors dilués au dixiéeme

pour pouvoir étre utilisés en tant que plantes médicinales.

» L’herboristerie : ce type de phytothérapie est le plus classique et le plus ancien. Elle se
sert de la plante fraiche ou séchée, soit entiére, soit en partie. Une préparation
d’herboristerie repose sur des méthodes simples, le plus souvent avec de 1’eau comme les
infusions, les décoctions ou les maceérations. Le principal avantage est que cela permet de

préserver les principes actifs.

» L’homéopathie : elle a recours aux plantes mais pas uniquement. On peut aussi trouver,
en plus petites quantités, des souches d’origines animale ou minérale. Les plantes fraiches

sont utilisées apres une macération alcoolique.
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CHAPITRE I : LA PHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES

» La phytothérapie chinoise : elle inclut I’acupuncture et la diététique chinoise. Elle vise

a modifier les quantités et les actions des différentes énergies de 1’organisme.

» La phytothérapie pharmaceutique : elle utilise des produits d’origine végétale, obtenus
apres extraction et par dilution. Cette phytothérapie consiste a se servir de doses
suffisamment importantes de veégétaux pour avoir une action soutenue et rapide. Les
concentrations sont alors élevees, parfois proches de la limite assurant que le medicament

n’est pas toxique pour 1’organisme.

1.3. Les avantages de la phytothérapie :

Toute fois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de
ces cent derniéres années, les hommes n‘ont eu que les plantes pour se soigner, qu'ils ‘agisse de

maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria [10].

La phytothérapie, qui propose des remedes naturels et bien acceptés par I'organisme, est
souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel
en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme I'asthme ou
I'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs,

qui se tournent vers des soins moins agressifs pour I'organisme [10].
I.4. Les utilisations des plantes aromatiques et médicinales :

Les grands types d’usages des plantes aromatiques et médicinales utiles a 1’homme

peuvent étre classés en [11]:

Plantes pour tisanes boissons hygiéniques et d’agrément ;

Plantes a usages cosmétiques : plantes a usages pigmentaires ;

Plantes a usages aromatiques et condimentaires ;

Plantes a usages alimentaires : plantes a protéines, glucides et vitamines ;
Plantes a parfum ;

Plantes a usages industriels : plantes a fibres textiles, insecticides ;

YV V. V V V V V

Plantes médicinales : plantes a huiles essentielles, alcaloides, terpénes, flavonoides et

tannins.
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CHAPITRE I : LA PHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES

1.5. Cause de toxicité des plantes médicinales :

La toxicité des plantes médicinales peut étre expliquée par [12]:

> La toxicité intrinseque des constituants :

Les plantes médicinales sont des mélanges complexes de molécules diverses. Leur
composition, souvent mal définie, est formée de molécules pourvues d’une activité biologique
notoire, Comme toutes les molécules bioactives, ces constituants peuvent, & un certain degré de

concentration, présenter une toxicité intrinseéque.
» L’identification imprécise des composants :

Une préparation a base de plantes peut devenir toxique lorsqu’un de ses constituants, qui

est susceptible d’avoir des effets toxiques graves, n’est pas identifié ou est mal identifié.
> Les altérations :

La toxicité peut étre aussi liée a la présence de composants qui alterent chimiquement les
préparations a base de plantes, qu’il s’agisse de Vvégétaux ou de substances chimiques

médicamenteuses.
» Les contaminations :

Les produits a base des plantes médicinales peuvent contenir des contaminants toxiques,
tels les pesticides et les métaux lourds, ainsi que des pollens, des champignons microscopiques et

des moisissures susceptibles de causer des réactions allergiques et/ou toxiques.
1.6. Les principes actifs des plantes et les composants thérapeutiques :

Surement les vitamines et les minéraux, mais il y a beaucoup d’autres principes actifs qui
ont des propriétés thérapeutiques dans les plantes. Chacun de ces composants remplit une

fonction particuliére, et certaines plantes en contiennent plus que d’autres [13].
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CHAPITRE I : LA PHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES

Tableau 1.1. Les principes actifs dans les plantes et leurs propriétés thérapeutiques [13].

principes actifs propriétés thérapeutiques
Les phénols actions antiseptiques, antibactériennes et antihelminthiques.
Les acides phénoliques action anti-oxydante.

analgesiques, anti-inflammatoires, hypocholestérolémiants,

D’autres phénols hypotensifs, anticoagulants, antiallergéniques, hypotensifs et
hépatoprotecteurs.
Les coumarines antimicrobienne, antifongique, anticoagulante et antispasmodique.
Les tanins astringentes, antioxydantes et cardiovasculaires.

antioxydantes , anti-inflammatoires, hépatoprotecteurs, antitumoraux,

Les flavonoides .. ;
antiviraux et hypotensifs.

Les alcaloides antimicrobiens, anti-inflammatoires et antalgiques.
Les Monoterpenes anti-inflammatoires, fébrifuge et sédatives.
Les sesquiterpénes actions anti-inflammatoires et antimicrobiennes.

Phytostérols antitumorales et hépatoprotectrices.

ralentissent la coagulation du sang, diminuent la glycémie et le

Les saponines . . . .
mauvais cholestérol, hépatoprotecteurs et immunomodulateurs.

Les saponines réguler ’activité hormonale stéroidienne, neutralisent les effets du
triterpénoides stress et ont souvent propriétés antifongiques.
Les gommes antimicrobiens, antifongiques et anti-inflammatoires.
Les mucilages couvre les muqueuses des appareils digestif, respiratoire et génito-
urinaire, les protégeant de I’irritation et de I’inflammation, calment la
diarrhée.

action antibactérienne, antifongique et antivirale, anti-inflammatoires

Les huiles volatiles : :
et antispasmodiques.

Ils favorisent la sécrétion des enzymes digestifs dans 1’estomac et les
intestins, la sécrétion des hormones et la circulation de la bile.
Relaxantes ou sédatives, anti-inflammatoires, une action bénéfique
sur le systeme immunitaire et sont des antibiotiques et des
antinéoplasique naturels.

les amers (les

terpénes, les

flavonoides et
quelques alcaloides)
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CHAPITRE I : LA PHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES

|.7. Extraction des principes actifs:

L’extraction est une méthode qui consiste & isoler une substance d’un solide a 1’état pur,
ou d’une solution par contact avec un solvant qui dissout sélectivement le produit désiré,
| ‘extraction représente fréquemment la premiére étape permettent d’isoler un composé

organique contenu dans les plantes, les feuilles séchées ou les écorces des bois [14].

» Lamacération: consiste a laisser pendant plusieurs heures voire plusieurs
jours la matiére végétale en contact avec I'eau outout autre solvantatempérature
ambiante. On I'utilise en général pour des composants ne supportant pas la chaleur. La
masse végétale imbibée de solvant, sera pressé et le liquide mélangé au reste de la

solution, celle —ci sera ensuite évaporée pour former un extrait [15].

» L’infusion : un des procédés les plus répandu car il est simple et rapide. C’est le principe
de la tisane qui consiste a mettre la plante ou les parties de plante dans I’eau bouillante
qu’on laisse infuser pendant 8 & 10 min. Cette derniere est utilisée sur les parties fragiles,

noble de la plante telle les fleurs et sommités fleuries [15].

» La digestion : est un procédé similaire a la macération, a la différence que le solvant est
porté a une température comprise entre la température ambiante et la température
d’ébullition de ce solvant. La digestion utilisée sur les drogues végétales dont les

constituants sont difficiles a extraire [15].

» Hydrodistillation simple : La plante est mise en contact avec 1’eau dans un ballon lors
d’une extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tout est ensuite porté a
ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se

séparent de 1’eau par différence de densité [16].
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<— Support
Sottie d’eau  Réfrigérant

Entrée d’eau

Distillat

Figure 1.1. Schéma d’une hydro-distillation [17].

» Distillation a vapeur saturée : Le matériel végétal n’est pas en contact avec 1’eau, il est
placé sur une grille perforée au-dessus de la base de I’alambic. Les composés volatils
entrainés par la vapeur d’eau vont pouvoir étre séparés par décantation du distillat

refroidi [16].

» Hydro-diffusion : L’hydro-diffusion consiste a faire passer un courant de vapeur d’eau a
trés faible pression a travers la masse végétale. La composition des produits obtenus est
sensiblement différente au plan qualitatif de celle des produits obtenus par les méthodes

précédentes [16].

= == goo0 H
diffused
e microwave:
plant material N&_’( "
OO et
"\-\\.:,,ag,;';':;
Il
‘:f,'a:ii‘ — water

B

Figure 1.2. Hydrodiffusion et gravité par micro-ondes (MHG) [18].
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CHAPITRE II : GENERALITES SUR LE RHAPONTICUM ACAULE L.

I1. Généralités sur le Rhaponticum acaule L. :

La famille des astéracées (anciennement nommees « composees ») est une importante
famille de plantes dicotylédones (principalement herbacées) qui comprend prés de 13000 espéces
réparties en 1500 genres [19]. En Algérie, il en existe 109 genres et 408 espéces.cette vaste
famille est économiquement importante, elle fournit des plantes alimentaires et pharmaceutique,
Une des propriétés typique de la famille des compositae est sa richesse en composés naturels
divers. (Terpenoides, des flavonoides et des alcaloides, c'est une famille trés riche en principes
amers)[20].

11 .1. Description botanique et géographique de Rhaponticum acaule L. :

Plante vivace, acaule, a grandes feuilles de 10-15 cm, disposées en rosette sur le sol,
vertes au-dessus et blanches tomenteuses au-dessous. Les feuilles externes sont parfois entiéres,
les autres toutes pennatiséquées, non épineuses. Un tres gros capitule solitaire de 5-6 cm de
diamétre est disposé au centre de la rosette. Le réceptacle est charnu. Toutes les fleurs sont

tubuleuses a corolle jaunatre a odeur d'ceillet [21].

C’est une plante nord-africaine, commune dans toute 1’Algéric septentrionale,
notamment dans les lieux sablonneux du littoral, les appellations locales sont : GG tafgha , cusdls
tafrait , ces termes sont indiquée par Ibn El-Baytar qui précise que la plante est acaule et qu’elle

pousse en Afrique du nord [22].

Il .2. Classification botanique [22] :

+ Régne : plantae.

< Embranchement : spermaphytes.

¢ Sous — embranchement : Angiospermes.

+¢+ Division : Magnoliophyta.

+ Classe : Dicotyledoneae, Dicotylédones,
Magnoliopsida.

% Sous — classe : Asteridae.

% Ordre : Astérales.

% Famille : Astéracées
+« Genre : Rhaponticum.. Figure 11.1. Rhaponticum acaule L., en pleine
¢+ Espéce : Rhaponticum acaule L. floraison [23].

¢+ Synonymes : Cynara acaulis L.
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Il .3. Propriétés medicinales:

La plante possede des vertus médicinales .Elle est considéréee comme bénéfique pour les

cellules hépatiques .Elle est apéritive, cholagogue, dépurative, stomatique, tonique, etc. [04].

En décoction, elles sont recommandées dans les maladies du foie et des intestins [05], et

méme pour traitées les pathologies génito-urinaire, tube digestif [06].

Il .4. Utilisation du Rhaponticum acaule L., en médicine traditionnelle :

Apres la récolte, les racines , les feuilles , les fruit et les fleurs sont débarrassées des

débris, lavées puis séchées a I’air libre ensuite broyés finement en poudre .Cette derniére est

utilisée dans :

X/
L X4

X/
L X4

Les racines en poudre, associées a du jaune d’ceuf, sont utilisées contre les affections
pulmonaires [05] ;

Les racines, pulvérisées, associées au miel, sont aphrodisiaques, eupeptiques et
vulnéraires [05] ;

La poudre des racines est méelangée avec le miel pur, pour remédier les douleurs de
I’intestin [24] ;

Le fruit est utilisé cru ou cuit par voie orale contre la gastrite (inflammation de la
paroi ou muqueuse de I’estomac) [25] ;

Les racines et feuilles du Tafgha ce sont parmi les principale espéces utilisées dans la

pharmacopée traditionnelle contre estomac, tuberculose, rhumatisme [26].

I1.5. Les principes chimiques :

% La chromatographie en phase gazeuse- spectroscopie de masse de I'huile obtenue a

partir de racines Rhaponticum acaule montre que les alcools aliphatiques constituent la

grande classe (69,2%), suivie par les terpénes (5,5%), les alcénes (5,2%) et des alcynes

(4,0%). Et méme, il existe les aldéhydes, les cétones, les éthers, les alcanes et [27].

+¢ L'huile obtenue a partir de fleurs Rhaponticum acaule montre que Cette huile essentielle

est riche en terpenes (43,38%) et en composé aromatiques (14,10%), des hydrocarbures

et leur dérivés (4,85%) , des acides gras et leurs ester correspondant (7,79%) , des
époxydes et d’éthers (5,76%) d’aldéhydes ( 2,82%) et de cétone ( 1,90%) . Elles
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montrent aussi que les constituants majoritaires sont : le méthyle eugénol (10,14%) ,
I’eugénol (5,26%) , ’oxyde de caryophylléne ( 3,45%) , le spathulénol ( 3,12%) ,
I’acétate de famesyle ( 3,07%) et le linanol ( 2,71%) [22].

% Le criblage phytochimique a permis de caractériser des familles de composés chimiques
présentes dans les racines de Rhaponticum acaule, les résultats révélent la présence des
polyphénols (tanins) et des composés réducteurs en quantité appréciable .De plus, les
tests qualitatifs des acides gras , des huiles essentielles , des saponosides , des stéroides
et des sterols sont positifs et indiquent la présence de ces composés en faible quantité
[04].

% Le criblage phytochimique de la partie aérienne de la rhapontique (fleurs et feuilles)

nous a renseignés sur la présence en quantité importante, des acides gras, des tanins, des

stérols, des stéroides et des huiles essentielles, des saponosides et des flavonoides [22].
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I11. Généralités sur les activités biologiques étudiées :

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’aveére indispensable pour lutter
contre les phénomenes de résistance bactérienne, les différentes pathologies liees au stress
oxydatif, les effets secondaires des médicaments, la coagulation sanguine qui provoque des
maladies graves, dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour
la découverte de nouvelles substances a pouvoir antimicrobien, antioxydant et

anticoagulant ... .etc. [02,28].
I11.1. L’activité antioxydante :
I11.1.1. Les radicaux libres :

111 .1.1.1.Definition :

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Il s’agit d’especes chimiques tres réactives, agressives et a durée de vie trés courte. Ces
radicaux cherchent dans leur environnement un électron pour s’apparier en déclenchant alors une
série de réactions en chaines attaquant les structures voisines et aboutissant a des lésions

cellulaires irréversibles [29].
I11.1.1.2. Sources des radicaux libres :
I11.1.1.2.1.Les radicaux libres de source exogéne [29] :

+ Les radiations ionisantes de la lumiere: les rayons X et o ionisants sont capables de
générer des radicaux libres oxygénés (RLO) en scindant la molécule d’eau. Lorsqu’il
s’agit des rayons ultraviolets, ils forment des RLO en activant des molécules photo-
sensibilisantes ;

«» Le stress: les facteurs personnels et émotionnels, les traumatismes physiques...etc ;

X/

% Les substances chimiques: les herbicides, insecticides...etc ;

% L’alcool, le tabac: ils s’oxydent au niveau du cytochrome P450. La fumée de la cigarette
contient du fer et du cuivre qui stimule la production des radicaux OHe ;

% Les medicaments: ceux contenant du fer administrés en grande quantité peuvent
conduire & la formation de OHe trés toxique pour 1’organisme ;

% Les particules inhalées: I’amiante, la silice... sont susceptibles d'exacerber la

phagocytose.
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111 .1.1.2.2.Les radicaux libres de source endogéne :

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques (la défense
antibactérienne, la régulation des fonctions cellulaires létales telle que la mort cellulaire, la
réaction inflammatoire, 1’age car les cellules sont moins actives et produisent ainsi beaucoup
plus de RLO ...), la plupart des radicaux libres se forment au cours de métabolisme de 1’oxygéne
(réduction de 1'oxygeéne moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule

d’oxygene a deux molécules d’eau nécessite 1’action de quatre électrons selon 1’équation

[29,30] :
0,+4¢+4H  ————» 2H0.

Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incompléte de

I’oxygeéne en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de I’oxygéene singulet (10;)
mais surtout de 1’anion superoxyde (O,*). La dismutation de (O.,”) va donner naissance au

peroxyde d'hydrogéne (H.0,) puis indirectement au radical hydroxyl (+«OH) [30].
111.2.1. Les antioxydants:
111.2 .1.1.Définition :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher I’oxydation de ces substrats [31].

111.2 .1.2. Sources des antioxydants:

Il existe deux sources des antioxydants : enzymatiques et non enzymatiques.
111.2 .1.2.1. Antioxydants enzymatiques :

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement par les

enzymes suivantes:
% La Superoxyde dismutase (SOD) :

La superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme qui élimine 1’anion superoxyde par

une réaction de dismutation, elle produit de I’oxygene et du peroxyde d’hydrogene.

Page 13



CHAPITRE 11 : GENERALITES SUR LES ACTIVITES BIOLOGIQUES ETUDIEES

Cette enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme
cofacteur les ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et 1’autre mitochondriale utilise le

manganése comme cofacteur (MnSOD) [32].

SOD
20,7+ 2 H' » H:0.+ 0O

+ La Catalase (CAT) :

Le peroxyde d’hydrogéne produit par la réaction de dismutation peut subir une
réaction de Fenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le role de la catalase, elle
transforme deux molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne qui sont des
composés stables [32].

Catalase

2H202 > HZO + Og

% La Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR) :

La glutathion peroxydase catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogéne en
deux molécules d’eau. En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites
[32].

Lors de cette reaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en
glutathion disulfure (GSSG) [33].

Le glutathion disulfure (GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par la glutathion
réductase (GR) utilisant le NADPH comme donneur d’électron [33], fourni par la voie des
pentoses phosphates. Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication active

peut étre résumé dans le schéma suivant [32]:

: _SoD CAT
03—(’ ()3. E— HzOz—’ Hz() +1h 03

N\ GSH NADP® -
\‘":’// (\. ’ /7 \\‘I
GPx } (;RI ‘j(;(,l’h

\
H,0 £S5 6556 - \ NADPH (/

Figure 111.1. Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques [32].
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111.2 .1.2.2. Antioxydants non enzymatiques :

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines (vitamine E (&-
tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique)) , nutriments, composés naturels (Les tanins (sont
des donneurs de protons aux radicaux libres) , les flavonoides(régulation du stress oxydant : par
capture directe des especes réactives de 1’oxygene))....etc. sont considérés comme des

antioxydants non enzymatiques. [33,34].
111.2 .1.2.3. Les antioxydants synthétiques :

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydrogquinone
(TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels [30]. Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre
toxiques. En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou
carcinogénes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra

hépatiques. Le BHT présenterait des effets carcinogenes chez le rat [30].
I11.3 .1.Le stress oxydatif :
111.3 .1.1.Définition :

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydants sont capables de faire face
et détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants est en
équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac,
alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités antioxydants (insuffisance d’apports des
micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre production de
radicaux libres et systéme de défense est a 1’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé

stress oxydatif [35].
111.3 .1.2.Stress oxydatif et maladies associées :

Le stress oxydatif est impliqué dans I'étiologie de nombreuses maladies; parmi ces
maladies on cite les maladies cardiovasculaires, le diabéte, la carcinogenése, les maladies auto-
immunes (sclérose en plaque), I’'immunodépression (SIDA), les maladies du systéme nerveux et
les maladies neuro-dégenératives (Alzheimer, Parkinson...), les problemes de vision (cataracte),

les troubles rénaux, les maladies respiratoires, les maladies inflammatoires... [29].
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111.3. L’activité antibactérienne :
111.3.1.Définition des bactéries :

Les bactéries sont des organismes cellulaires simples appelés procaryote qui ne
contiennent pas de noyaux et qui se trouvent d’habitude en trés grand nombre parce qu’ils

peuvent se multiplier rapidement [36].

La taille d’une bactérie varie entre 1 a 10 um. Le poids d’une bactérie est d’environ
10-12 g. Elle contient70% d’eau. Rapporté au poids sec, une bactérie est constituée de protéines
(55%), de lipides (10%), de lipopolysaccharides (3%), de peptidoglycane (3%), de ribosomes
(40%), d’ARN (20%) et d’ADN (3%) [37].

111.3.2.Structure bactérienne :

Les bactéries sont entourées d'une membrane cellulaire qui posséde des flagelles leur
permettant de se mouvoir, des fimbriae permettant 1’attachement ainsi que des pili sexuels
indispensables au phénoméne de conjugaison. A I'intérieur du volume délimité par la membrane
cellulaire, il y a du cytoplasme, du materiel génétique et éventuellement des organites [38]. La
structure de la bacteérie telle quelle est représentée dans la Figure (I11.2).

Capsul
Paroi cellulaire
Membrane plasmigue

Cytoplasme

Ribosomes
Plasmides

Flagelle
Nucleoide

Figure 111.2. La structure bactérienne [38].
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111.3.3. Classification des bactéries :

En fonction de leurs caractéristiques, les especes de bactéries sont regroupées en genre,

puis en famille, en ordre et enfin en classe. En pratique, ce sont les noms d’espéces et de genres

qui sont utilisés pour les désigner [39]. On différencie aussi les bactéries selon les criteres

suivants :

Tableau I11.1. classification bactériennes [40].

Classification

Description

Selon la forme

Sphériques : sont des cocci (coccus au singulier), qui peuvent former des chaines,
ou bien s’agglutiner en « grappes de raisin ».

incurvées : ce sont les vibrions.

spiralées : ce sont les spirilles ou spirochetes.

aérobies strictes : besoin d'oxygéne pour vivre.

anaérobies strictes : ne peuvent pas survivre en milieu oxygéné.

Selon le o A . .. . , . .
<taboli aérobies-anaérobies facultatives : Celles qui vivent en présence d’oxygene mais
MELabolISME | e vent le cas échéant survivre sans oxygeéne.
anaérobies-aérobies facultatives : vivent en I'absence d’oxygéne mais tolérent sa
présence.
Gram positif : a une paroi cellulaire d'aspect uniforme, Libérée colorant et
apparaissent en violet, sensibles a la pénicilline.
Selon la
structure de la | Gram négatif : est beaucoup plus mince et d'aspect laminé, Libérée colorant et
paroi apparaissent en rouge, sont davantage atteintes par les antibiotiques de type
streptomycine.
bactéries phototrophes : captent I'énergie lumineuse.
bactéries chimiotrophes : sont contenues dans des substances minérales ou des
Selon la molécules organiques issues d'étres vivants.
nutrition Certaines bactéries trouvent leur nourriture directement dans :
> le gaz carbonique de l'air.
> l'azote gazeux atmosphérique.
> exploitent les déchets azotés.
» l'azote de I'ammoniaque ou des nitrates du sol.
asexuée par scissiparité : une cellule se divise en deux cellules filles.
Selon la - ‘n - y X
) reproduction sexuée : dans le sens qu’il permet un brassage des génes. Une cellule
reproduction | gite « male » ou « donneuse » introduit son matériel génétique dans une cellule dite

« femelle » ou « receveuse ».
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111.3.4. Sources antibactériennes :
111.3.4.1.Les antibiotiques :

Un antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») est une molécule naturelle
ou synthétique qui détruit ou bloque la croissance des bactéries. Un grand nombre d'antibiotiques
sont des molécules naturelles, fabriquées par des micro-organismes: des champignons ou

d'autres bactéries [41].

De maniere simplifiée un antibiotique est, dans le domaine médical, « une substance
chimique organique d’origine naturelle ou synthétique inhibant ou tuant les bactéries pathogénes
a faible concentration et possédant une toxicité sélective ». Plus genéralement, pour les

microbiologistes et les chimistes, un antibiotique est une substance antibactérienne [41].
111.3.4.2. Les antibactériens naturels (Les plantes médicinales) :

La rareté des maladies chez les plantes sauvages s’explique par 1’¢laboration d’un
systeme de défense naturelle, qui leur permet de lutter efficacement contre les pathogenes. Pour
se protéger contre les bactéries, les champignons et les virus, les plantes synthétisent, de maniere
constitutive ou induite, une multitude de molécules antimicrobiennes. Les plantes synthétisent
plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart d’une activité antibiotique. En général,
cette activité est inférieure a celle exercée par les antibiotiques d’origine microbienne. Les
concentrations requises pour exercer une activité antimicrobienne sont donc plus élevées pour les

molécules isolées de plantes que pour celles issues de bactéries et de champignons [42].
111.3.4.3.Les désinfectants et les antiseptiques:

Diverses substances permettent de tuer les bactéries ainsi que les autres micro-organismes
ou d’inhiber leur croissance : on appelle antiseptiques ceux que 1’on utilise sur des tissus vivants
(la peau, les muqgueuses, les plaies), désinfectants ceux que I’on emploie sur les surfaces, les

objets, les instruments [40].

Parmi les molécules a visée antiseptique et désinfectante les plus courantes, citons le
phénol (acide phénique), le chlore (I'eau potable est traitée par cette substance afin que soit
éliminée la grande majorité des agents pathogénes) et les dérivés chlorés (eau de Javel...), les
dérivés iodés (Bétadine), les péroxydes (eau oxygénée), ainsi que l'alcool (50°, 70°, 90°,

solutions hydro-alcooliques) [40].
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111.3.4.4. La chaleur :

La plupart des bactéries meurent a la chaleur : c’est le principe de la pasteurisation ;

procédé mis au point par Pasteur pour decontaminer le vin, de la stérilisation et de la

thermisation [40].

111.3.5.Description des souches bactériennes étudiées :

La description des souches bactériennes étudiées, est résumée dans le tableau suivant :

Tableau I11.2. Description des souches bactériennes étudiées.

Souches

Définition

Habitat

Pouvoir pathogéne

Figure 111.3.Staphyloccocus

aureus [45].

Les bactéries du genre
Staphylococcus sont
des coques (cocci) a

Gram positif, groupées

en amas ayant la forme
de grappes de raisin,

immobiles, non
sporulés [43].

S.aureus est un
commensal de la peau
et des muqueuses de
I’homme et des
animaux. cette bactérie
peut survivre
longtemps dans
I’environnement [43].

S. aureus est
responsable
d’intoxications
alimentaires, anthrax,
impétigo bulleux,
panaris, surinfection
de plaies traumatiques
ou postopératoires
[44].

Figure I11.4. Enterococcus

faecalis [45].

Figure I11.5. Escherichia
coli [45].

Le genre Enterococcus
est constitué de cocci a
Gram positif groupés
par paires ou en
courtes chainettes. Les
espéces les plus
fréqguemment isolées
chez I’homme sont E.
faecalis et E. faecium
[44].

Les entérocoques sont
des commensaux du
tube digestif, chez
I’homme et chez
I’animal [44].

Les entérocoques
peuvent étre impliqués
dans des infections
urinaires,
nosocomiales et des
endocardites [44].

La bactérie
Escherichia coli (E.
coli) est un batonnet a
Gram négatif a
sporulé. Elle est
aerobie ou anaérobie
facultative [46].

E. coli est un habitant
normal de I’intestin
des humains et des

animaux & sang chaud.

E. coli est un habitant
normal de I’intestin
des humains et des

animaux a sang chaud

[46].

Les pathologies
généralement
associées aux souches
E. Coli ce sont des
Infections urinaires,
Infection intestinale
(une diarrhée
sanglante..), Infection
néonatale (une
meéningite ou une
septicémie) [44].
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I11. 4. L activité anticoagulante :
I11. 4 .1.Définition de la coagulation :

La coagulation correspond a une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la
transformation par la thrombine du fibrinogene soluble en fibrine insoluble qui constitue
I’armature du caillot. Ce phénoméne est localisé et régulé par un ensemble d’inhibiteurs
physiologiques. Les déreglements de ce systéme exposent I’étre humain a un risque de
thrombose ou a un risque hémorragique [47].

111. 4.2. Définition des thromboses :

La thrombose est une affection dans laquelle on observe la formation d’un caillot sanguin
(thrombus), ce dernier peut se former au niveau des veines ou des artéres. La formation d’un
caillot de sang se produit normalement lorsqu’on se coupe, comme étape dans le processus de
coagulation sanguine. Cependant, certaines personnes sont prédisposeées a la formation de
thrombus sans aucune blessure ou coupure. Ces personnes souffrent de la maladie

thrombo-embolique [48].
I11. 4.3. Type des thromboses :

Selon le site de leurs formations on distingue deux types des thromboses :

I11. 4.3. 1. thrombose veineuse :

La phlébite ou thrombose veineuse profonde est liée a la formation d’un caillot de sang
ou thrombus qui bouche une veine. Elle survient le plus souvent dans une veine des jambes, mais
elle peut survenir sur presque toutes les veines de 1’organisme (bras, cerveau, tube digestif, reins,
etc.).Les veines superficielles, sous la peau, peuvent aussi étre touchées par une phlébite, on
parle alors de phlébite superficielle [02].

Veine Paroi de
profonde la veine

Veine

~ |superficielle

Caillot
de sang
(thrombose)

Figure 111.6. Formation d’une phlébite au niveau des veines de jambe [02].
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I11. 4.3. 2. La thrombose artérielle :

La thrombose artérielle est un caillot ou thrombus blanc constitué d’amas plaquettaire
consolidé par un réseau fibrineux et elle se forme habituellement aprés 1’érosion ou la rupture de
la plaque athéromateuse liée a 1’évolution de 1’athérosclérose, cette thrombose est connue sous le

nom d’athérothrombose [49].

L’athérothrombose est considérée actuellement comme la cause principale de la mortalité
dans le monde, elle est responsable des complications cliniques tres dangereuses regroupées en
trois catégories : les syndromes coronariens aigus, 1’accident vasculaire cérébral et 1’ischémie

aigue des membres inférieurs [49].

Figure 111.7. Formation d’une athérothrombose au niveau des arteres [50].
I11. 4.4. Causes de la thrombose:

La thrombose est causée, comme on la déja vu, par la formation d’un caillot sanguin.

Alors plusieurs facteurs peuvent déclencher la formation de ce caillot sanguin [48]:

» Un ralentissement de la circulation sanguine qui survient généralement chez les
personnes souffrant de nombreuses varices ;

» Des lésions dans la paroi intérieure des vaisseaux sanguins ;

» Les personnes atteintes d’hypercoagulabilité (par exemple suite a un déficit en
antithrombine).

D’autres facteurs importants et connus peuvent augmenter le risque de thrombose comme :
» laprise de la pilule ;
» 1’hypertension ;
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I’obésité ;
le tabac (en particulier les femmes qui fument apreés 35 ans) ;
des cas de thrombose dans la famille (facteur génétique) ;

la grossesse ;

Y V. V V V

une injection (d’un médicament, ... etc.).
I11. 4.5. Traitement des thromboses :

Il existe trois classes d’agents pharmacologiques anti-thrombotiques utilisables, les

antiagrégants, les anticoagulants, et les fibrinolytiques :
I11. 45. 1. Antiagrégants :

Les antiagrégants (aspirine, ticagrelor, clopidogrel...) représentent a I’heure actuelle le
traitement de référence des thromboses artérielles, mais les anticoagulants sont aussi
recommandés en association avec les antiagrégants et les fibrinolytiques pour traiter les

syndromes coronaires aigus et ’infarctus cérébral [49].
I11. 4.5. 2. Anticoagulants :

Les anticoagulants représentent le traitement principal de la maladie veineuse thrombo -
embolique. De nombreux anticoagulants agissants a différents niveaux de la cascade de la
coagulation sont utilisés et ils sont regroupés en trois classes, deux classes des anticoagulants
classiques (les héparines et les anti-vitamines K) et la classe des nouveaux anticoagulants [02].

I11. 4.5. 3. Traitement fibrinolytiques :

Le but de traitement fibrinolytique (streptokinase, urokinase, activateur tissulaire de
plasminogéne...) est de lyser le thrombus artériel ou veineux, ce traitement associé¢ le plus

souvent & un traitement antiagrégant et anticoagulant [49].
I11. 4.6. Anticoagulants naturels :

Dans l'alimentation et dans certains compléments alimentaires, on trouve un certain
nombre de produits ayant une action sur la coagulation. Les anticoagulants naturels sont

nombreux, on peut citer [51] :
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curcuma, ginseng, gingembre, ginkgo biloba ;
ail, poivre de Cayenne, cannelle, menthe, réglisse ;

chardon-marie, graines de lin, reine des prés, mélilot, marron d'Inde ;

YV V V V

Omega-3 issus des poissons gras et de I'huile de foie de morue (EPA, DHA), vitamine

E (amandes, graines de tournesol, noisettes, pignons de pins) ;

> choux, baies, raisin et extraits de pépins de raisins, pommes, oignons rouges, haricots
verts, concentré de tomates, capres ;

> thé, sarrasin ;

» olicosanol extrait de la canne a sucre.

Les anticoagulants naturels sont probablement utiles dans la prévention du risque cardio-
vasculaire méme si peu d'études existent sur le sujet. Selon leurs propriétés anticoagulantes ou
anti-agrégante, leur action anti-thrombotique participerait a l'inhibition de la formation de

caillots dans le circuit artériel et veineux de I'organisme [51].

En cas de traitement par des médicaments anticoagulants, il s'agit d'étre vigilant afin de
ne pas provoquer d'interactions entre les aliments et ces médicaments afin d'éviter un surdosage

(et un risque d'hémorragie) [51].
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IV. Matériels et méthodes :

IV .1.Le matériel végetal:
On a procédeé a la récolte de la plante dans la région de Sedrata wilaya de Souk Ahras

(Est de 1’Algérie) pendant la moitié du mois de Mars 2016 au cours des matinées ensoleillées.

La partie aérienne de la plante est nettoyée, séchée a I’ombre et a température ambiante, puis

stockée jusqu’a utilisation.

Figure 1V.1. Les fruits de Rhaponticum acaule L., fraiche et apres séchage.
IV .2.Description de la zone d’étude :

1V .2.1. Localisation de la commune :

Sedrata est une commune algérienne, située dans le daira de sedrata wilaya de Souk
Ahras, entourée par les communes suivantes : Ain Soltane, Zouabi, Bir Bou Haouch, Oum El

Adhaim, Ragouba, Khemissa et wilaya de Guelma.

WL AYAaA DE
GuUuUELATA

EL sBOvAGUr

Figure 1V.2. Partie de la carte Administrative de la Wilaya De Souk-Ahras [52].
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IV .2.2.Coordonnés geographiques :

Coordonnés géographiques de la région de Sedrata indiquée dans le tableau (1V.1).

Tableau IV.1. Coordonnés géographiques du site de récolte [53].

Souk Ahras Sedrata 811 36.1284° 7.53147°

1V .2.3.Climat :

Le climat de Sedrata est chaud et tempéré. La pluie dans Sedrata tombe surtout en hiver,
avec relativement peu de pluie en été. La carte climatique de Koppen-Geiger y classe le climat
comme étant de type Csa (climat méditerranéen). En moyenne la température & Sedrata est de
14.2 °C. La moyenne des précipitations annuelles atteints 523 mm [54], d’apres le
tableau (1V.2).

Tableau IV.2. Table climatique de Sedrata [54].

Janvier |Février| Mars | Auvril Juillet | Aot | Septembre | Octobre | Novembre | Décembre

Température

moyenne (:)| >4 | 65| 9

6.6

Température
minimale 06 |15 |32
moyenne (°C)

Température
maximale 10.2 [11.6|14.8
(°C)

Précipitations

(mm) 73 63 | 56
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IV. 3. L’extraction par macération:
I1VV.3.1. Principe :

La maceération est un procédé qui consiste a tremper le solide dans un solvant a
température ambiante, pendant un certain temps suffisant pour en extraire les constituants
solubles .Cette méthode présente 1’avantage d’étre rapide, surtout avec les solvants a 1’ébullition,

la quantité de solvant nécessaire est environ dix a vingt fois la masse d’échantillon traité [04].
1VV.3.2. Mode opératoire :

La macération consiste a émerger 60g de poudre de Rhaponticum acaule L., dans 600 ml
de méthanol pendant 24 heure a température ambiante, Ensuite la filtration est réalisée sur papier
filtre et le solvant a été récupéré aprés 1’évaporation du filtrat dans un évaporateur rotatif, a une
température de 60°C. L'extrait obtenu a été conservé au 4°C jusqu'a ’utilisation. Voir figures
(IV.3) et (IV.4).

Macération Filtration Evaporation

Figure 1V.3. Les étapes d’obtention d’extrait méthanolique.
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60 g du matériel végétal

(poudre)+ 600 ml de méthanol

Macération a la température

ambiante et a I'ombre 24h

Evaporation

Extrait méthanolique brut

Figure 1V.4. Protocole d’obtention d'extrait méthanolique par macération.
IV.4. Détermination de rendement d’extraction:
Le rendement d’extraction a été calculé par la formule suivante [55]:
R (%) = 100 Mext / Méch.
Ou:
R: C’est le rendement en % ;
Mext: C’est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg ;

Méch: C’est la masse séche de la plante en mg.
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IV .5.Evaluation des activités biologiques :
IV .5.1. Evaluation de ’activité antioxydante par test au DPPH:
IV .5.1. 1. Principe :

L activité antiradicalaire de 1’extrait a été évaluée par la capacité de piégeage du radical
libre DPPH. Cette méthode décrite par Masuda consiste a suivre la réduction du radical libre
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) par un antioxydant a I’aide de spectrophotométrie UV-
visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquéee par la présence de
I’extrait [56].

Le radical 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) posséde un électron non apparié sur
un atome du pont d’azote. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl-
1- picrylhydrazyle) de couleur violette se réduit en 2,2 diphényl -1- picryl hydrazine de couleur

jaune [57]. 4 0

o ¢ N “eo- ¢ N

o
0 0 H
S‘I‘r !’l_‘\ '—N + AH - (j? 2 'f_\' — =+
- O L0
/ o / -
O O

DPPH’ (violet) DPPH-H (jaune)

A.

Figure IV.5. Neutralisation du radical DPPHe en présence d’un antioxydant [57].

1V.5.1. 2. L’essai au DPPH:

Le protocole et décrit par HAMIDI ABDELRAZAG [58], avec quelque modifications. 1ml de
chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations, sont ajoutés a 1ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,1 mM). Parallélement, un contrble négatif est préparé en
mélangeant 1ml de méthanol avec 1ml de la solution méthanolique de DPPH. Aprés

homogénéisation, le mélange est incubé a la température ambiante 25 °C a I’abri de la lumiere.

Aprés 30 min d’incubation, la lecture de I’absorbance est effectuée & 517nm contre un
blanc qui ne contient que de méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard (acide ascorbique) dont I’absorbance a ¢té mesuré dans les mémes

conditions que celles des echantillons.
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IV .5.1. 3. Expression des résultats :

IV .5.1. 3.1. Calcul des pourcentages d’inhibition:

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé en utilisant la formule suivante [59]:
| (%)= [(Ab-Ae) / Ab] x100

I (%): Pourcentage d’inhibition du racical DPPH ;
Ab: Absorbance du contréle ;

Ae: Absorbance de 1’échantillon.

IV 5.1. 3.2. Calcul des concentrations efficaces 1C50 :

L’IC50 ou concentration inhibitrice de 50 %, permet de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Elle est calculée
graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des fractions utilisées [60], en utilisant le logiciel

Microsoft Excel version 2007 .

1VV.5.2. Evaluation de Pactivité antibactérienne :

Les tests d’évaluation de 1’activité antibactérienne de I’extrait sont effectués au sein de

centre de diagnostic médical IBN SINA —Ouargla.

IVV.5.2.1.Principe de méthode par diffusion en milieu gélosé (méthode de disques) :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration apreés un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur
la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre
d’inhibition. La souche sera qualifié¢e de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou

résistante [61].

IVV.5.2.2.Lecture des résultats [52]:

L’activité antimicrobienne se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la

croissance microbienne autour des disques contenant 1’extrait a tester.
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Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé

par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait.
» Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm ;
» Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm ;
» Treés sensible (++) : diametre compris entre 154 19 mm ;

» Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.

1VV.5.2.3.Souches bactériennes testées :

Les souches bactériennes ayant fait 1’objet de cette étude ont été isolées des patients de

centre de diagnostic médical IBN SINA -Ouargla et qui sont:

» Escherichia coli ;
» Staphylococcus aureus ;

> Enterococcus faecalis .

IV.5.2.4.protocole expérimentale :
Le protocole et décrit par FROUHAT Zoulikha et al [53], avec quelques modifications.
IV.5.2.4.1. Préparation des disques :

Les disques sont préparées a partir du papier wattman N3 de 6 mm de diamétre,
ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 15minutes a 120°C,

puis stockes a une température ambiante (le tube a essai est hermétiqguement fermé).
1V.5.2.4.2. Préparation des précultures :

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de
la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture jeune des bactéries

et des colonies isolées.
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1VV.5.2.4.3. Préparation des suspensions bactériennes :

A laide d’un inoculateur nous avons prélevee quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et ont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel
(Na ClI).

.

Figure 1V.6. Etape de préparation des suspensions bactériennes [64].

1V.5.2.4.4. Ensemencement :
Sur des boites contenant le milieu gélosé (Mueller Hinton) d’une épaisseur de 2 mm bien
séché, on introduit 3 a 5 ml de I’inoculum a l'aide d’un écouvillon stérile, On obtient ainsi un

étalement uniforme en nappe.

Figure 1V.7. Etape de I’ensemencement [64].
IVV.5.2.4.5. Préparation des dilutions de I’extrait de Rhaponticum acaule L. :

Des dilutions de 1’extrait a 25%, 50%, 75% et 100% sont effectuées avec le DMSO.
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1VV.5.2.4.6. Incubation :

Les disques sont prélevés a 1’aide d’une pince stérilisé, puis imbibés par 10 pl des
différentes dilutions d’extrait de la plante. Les disques ainsi traités déposés sur la surface de la

gélose inoculée diffusés, puis incubés a 37°c a I’étuve pendant 24 heures.

Boite de Petri ensemencée
par bactérie

Disque imbibé par I'extrait

Figure 1V.8. Etape de I’incubation [64].
IV.5. 3. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene :

L’évaluation de I’activité anticoagulante est effectuée au niveau de laboratoire d’analyse

biologique de I’établissement hospitalier public Hocine Ait-Ahmed de Hassi Messaoud.

L’activité anticoagulante de I’extrait de Rhponticum acaule L., a été évaluée in vitro vis-
a-vis par voies de coagulation exogéne sur un plasma normal déplaquetté et a 1’aide des tests
globaux et coagulométriques, le taux de prothrombine (TP) et International Normalized Ratio
(INR).

IV.5. 3. 1. Prélévements sanguins :

Le sang est prélevé dans un tube en plastique sur une solution anticoagulante de citrate de

sodium a 3,2 % a raison de 1 volume pour 9 volumes du sang le jour méme de son utilisation.
IV.5. 3.2. Préparation du plasma déplaquette :

Le sang est centrifugé pendant 10 minutes a une vitesse de 3000 rpm pour obtenir un
plasma pauvre en plaquettes (ppp). Le plasma déplaquetté utilisé directement ou bien conserveé a

basse température (-10C°) jusqu’a son utilisation.
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plasma
déplaquetté

Le sang de volontaire

if .
dans un tube citraté Centeifagasion

Figure 1V.9. Préparation du plasma déplaquetté.

IV.5. 3.3. Préparation des dilutions de I’extrait de Rhaponticum acaule L. :
L’extrait est dilué avec du DMSO, les dilutions obtenues sont : 100% ,75%,50% et 25%.
IV.5. 3. 4. Test de P’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne :

L’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene de la coagulation a été évaluée en
utilisant un test de coagulation appelé le taux de prothrombine(TP) qui permet d’une exploration
globale des facteurs de la voie exogéne de la coagulation (La proconvertine VI, la prothrombine

I1, la proaccélérine V, le facteur stuart X et aussi le fibrinogéne) [02].

IV.5. 3. 4.1. Principe:

La prothrombine désigne une protéine qui intervient dans le cadre de la coagulation
sanguine. Mesuré lors de certains examens biologiques, le temps de prothrombine sert a
déterminer le délai selon lequel le plasma sanguin coagule au contact d'un tissu que I'on appelle

thromboplastine, Le temps de coagulation est déterminé a 37°C [65,66].

Le TP exprimé en pourcentage %, Nous avant converti taux de prothrombine (TP) en

International Normalized Ratio(INR) a fin d’expliqué bien les résultats.
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CHAPITRE IV : MATERIELS ET METHODES

IV.5. 3. 4.2. Mode opératoire :

>

Décanter le réactif de travail du TP dans le récipient de réactif et chauffer a 37 C ° dans
I'incubateur du réactif (Station 03), entre 5 et 10 minutes ;

placer les doubles cupules dans les deux des rangées d'incubation (Station 04,05).Et
distribuée la bille magnétique, Pipette (90ul de plasma + 10ul de ’extrait a 25%) dans la
double cupule ;

En exercant une bréve pression sur la cupule droite, la minuterie d'incubation est
démarrée ;

Une fois que le temps d'incubation est terminée, placer la cuvette dans le canal de mesure
(Station 02) et appuyez sur la < RESET> et attendre I’ajustement, Une fois l'affichage
affiche " 0.0" . La mesure peut maintenant commencer ;

Aspirer 200 pl de réactif du travail (TP) et la pipette dans la cupule ;

Le temps de mesure sera arrété une fois la coagulation se produit ;

On appuie sur <TEST> pour prendre la valeur d’INR ;

Retirez les cuvettes du canal de mesure et commencer les prochaines mesures avec les
dilutions 50%,75% et 100%.

Figure 1VV.10. Appareil de mesure Coagulométre.
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CHAPITRE V:

V. Résultats et discussions :

V. 1.Rendement d'extraction:

Le rendement est calculé par

RESULTATS ET DISCUSSIONS

rapport au poids de

la matiere séche du

Rhaponticum acaule L., nous avons calculé le rendement de 1’extraction, les résultats obtenus

sont présentes dans le tableau suivant :

Tableau V.1. Rendement de I’extraction des fruits de le Rhaponticum acaule L.

Espéce

poids de la matiére

seche en (g)

poids de I’extrait

brut en (g)

Rendement en (%)

Rhaponticum

acaule L.

60

10,13

16,88

V. 2.caractéres organoleptiques de I’extrait :

Les caractéres organoleptiques de I’extrait de Rhaponticum acaule L., sont résumés dans

le tableau suivant :

Tableau V.2. Caracteres organoleptiques de ’extrait de Rhaponticum acaule L.

Odeur Aspect Couleur
Extrait de
Rhaponticum Fort Visqueux Vert Foncé
acaule L.

V.3. Evaluation de I’activité antioxydante :

L’activité antioxydante de 1’extrait du Rhaponticum acaule L, .et du témoin (Acide
ascorbique), ont été déterminées par la méthode au DPPH. Les pourcentages d’inhibition de

DPPH pour chaque concentration sont présentés dans les figures (V.1) et (V.2).
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Figure V.1. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de

Pextrait méthanolique.
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Figure V.2. Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de

I’acide ascorbique.
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A partir d’équations linéaires obtenues, nous pouvons déterminer d’inhibition obtenus en
la valeur d’ICsg de ’extrait ainsi que celle de 1’antioxydant standard. Plus la valeur de ICso est

petite, plus I’extrait de Rhaponticum acaule L., a une forte activité antioxydante.

Les valeurs des concentrations efficaces de 1’extrait et I’acide ascorbique qui permettent
d’inhiber I’effet de 50% du DPPH sont rapportées dans le tableau (V.3) et dans la figure (V.3) :

Tableau V.3. Les valeurs des concentrations d’inhibitions IC s,

Extrait de Rhaponticum ] )
Acide ascorbique
acaule L.

ICso (mg/ml) 0,39 0,063

E CI50 (mg/ml)

Extrait de
Rhaponticum acaule L Acide ascorbique

Figure V.3. Les valeurs des concentrations d’inhibition I1C 5o de ’extrait et de I’acide ascorbique.

Les résultats d’évaluation de I’activité antioxydant de 1’extrait méthanolique de fruits de
Rhaponticum acaule L., montrent un ICso = 0,39 mg/ml, qui est plus élevée que celle enregistrée

pour I’acide ascorbique qui est de 0, 063 mg/ml.

Il a ét¢ démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique, la
tocophérol, les flavonoides et les tanins reduisent et decolorent le DPPH en raison de leur

capacité a céder I’hydrogene [67].
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A partir de ces résultats en peut dire que cette activité antioxydante de Rhaponticum
acaule L., pourrait étre liée a sa richesse en principes actifs qui ont un pouvoir antioxydant, et on

peut dire que 1’extrait a un pouvoir réducteur pour neutraliser les radicaux libres DPPH.
V .4.Evaluation de I’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne de ’extrait de Rhaponticum acaule L., est évaluée sur trois
souches (Escherichia coli, Staphylocaccus aureus et Enterococcus faecalis) aprés 24 heures
d'incubation & une température de 37°C.

Le pouvoir antibactérien de I’extrait est obtenu par la mesure du diameétre des zones

d'inhibition en mm a l'aide d'une régle.

Le tableau (V.4) et la figure (V.4) illustrent les valeurs des diametres des zones

d’inhibition des souches bactériennes apparues en présence de I’extrait.

Tableau V.4. Diameétres des zones d'inhibition provoquée par I’extrait du Rhaponticum acaule L.

Escherichia coli 36 +++
Staphylococcus aureus 19 ++
Enterococcus faecalis 13 +

Diamétres d'inhibition (mm)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Figure V.4. Diametres des zones d’inhibition pour les trois souches bactériennes.
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L’extrait de Rhaponticum acaule L., présente un effet positif sur les trois souches
bactériennes étudiées avec des diametres d’inhibition de 36 mm, 19 et 13 mm respectivement

pour Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Enterococcus faecalis.

Les résultats obtenus aprés la dilution de 1’extrait, sont présentés dans les tableaux et les

figure ci-dessous :

Tableau V.5. Diamétres des zones d'inhibition d’Escherichia coli pour différentes dilutions.

Dilutions 100 % 75 % 50 % 25%

Zone

d’inhibition

36 mm 24 mm 45 mm 24 mm

IS
U'I

IS
o

w
(9}

w
o

N
(9]

N
o

=
(%2}

=
o

Diamétres d'inhibition (mm)

fials

100% 75% 50% 25%
Dilutions

Figure V.5. Diameétres des zones d’inhibition de la souche Escherichia coli pour chaque dilution.

La souche Escherichia coli donne un diamétre de 24 mm avec la dilution 75%, une zone
de 45 mm de diamétre avec la dilution 50% et un diamétre de 24 mm avec la dilution 25%, donc
pour [’Escherichia coli est extrémement sensible pour toutes les dilutions de I’extrait de

Rhaponticum acaule L.
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Tableau V.6. Diameétres des zones d'inhibition des dilutions pour Staphylocaccus aureus.

Dilutions 100 % 75 % 50 % 25 %
Zone
19mm 08mm 08mm -
d’inhibition

Notes: (-): pas d’inhibition

N
o

[ERN
o

[e)]

RS
iy

[ERN
N

Diamétres d'inhibition (mm)
[E=Y
o

-

100% 75% 50% 25%
Dilutions

o N B O

Figure V.6. Diameétres des zones d’inhibition pour chaque dilution de la souche Staphylococcus
aureus.

La souche Staphylococcus aureus donne un diamétre de 08 mm avec la dilution 75%, une
zone de 08 mm de diametre avec la dilution 50% et aucune inhibition avec la dilution 25%, donc
pour Staphylococcus aureus, elle est moins sensible pour toutes les dilutions de I’extrait de

Rhaponticum acaule L.

Tableau V.7. Diametres des zones d'inhibition des dilutions pour Enterococcus faecali..

Dilutions 100 % 75 % 50 % 25 %

Zone d’inhibition 13mm 12mm 11mm 09mm
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Diamétres d'inhibition (mm)

100% 75% 50% 25%
Dilutions

Figure V.7. Diametres des zones d’inhibition pour chaque dilution de la souche Enterococcus
faecalis.

La souche Enterococcus faecalis donne un diameétre de 12 mm avec la dilution 75%, une
zone de 11 mm de diametre avec la dilution 50% et un diameétre de 09 mm avec la dilution 25%,

donc pour Enterococcus faecalis , elle est sensible pour toutes les dilutions de 1’extrait .

m Escherichia coli

B Staphylococcus aureus

@ Enterococcus faecalis

Diamétres d'inhibition (mm)

100% 75% 50% 25%
Dilutions

Figure V.8. Diametres des zones d’inhibition pour chaque dilution et souche bactérienne.

A partir les résultats des diametres des zones d'inhibition dans les tableaux et les figure,
on remarque que l'extrait de Rhaponticum acaule L., possede une activité antibactérienne

différente d’une souche a I’autre pour les bactéries de gram positive et négatif, donc la souche
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Escherichia coli et extrémement sensible vis -a-vis toutes les dilutions de ’extrait, la souche
staphylococcus aureus trés sensible avec I’extrait pur et la souche Enterococcus faecalis est

sensible vis-a- vis toutes les dilutions de 1’extrait.

Enterococcus faecalis Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figure V.9. Résultats de ’activité antibactérienne de I’extrait des fruits de Rhaponticum acaule L.
V .5.Evaluation de I’activité anticoagulante :

On a utilisé ce test classiqgue communément connu sous le nom de taux de prothrombine
(TP), qui explore la voie extrinseque (VII) et la voie commune (X, V, Il, fibrinogene) de la

coagulation sanguine ou le facteur tissulaire (thromboplastine) est le déclencheur de cette voie.

Le tableau 13 montre 1’évaluation de la capacité anticoagulante de Rhaponticum acaule
L., vis-a-vis la voie exogeéne de la coagulation qui est réalisée a 1’aide du test de Taux de
prothrombine (TP).
Tableau V.8. Résultats de Taux de prothrombine (TP).

Dilutions Taux de prothrombine (TP%)
100% 16,6
75% 24,5
50% 335
25% 38,4
Controle normale 90,80
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100
90
80

Taux de prothrombine (%)

v

100% 5% 50% 25% Controle
normale
Dilutions

Figure V.10. Les valeurs du Taux de prothrombine (TP) en fonction des dilutions.

Généralement un TP normal sans la consommation d’un anticoagulant compris entre

70% et 100% [68].Dans notre cas le contréle normal égale a 90,80% alors il est dans norme.
Dans le cas d’un traitement par un anticoagulant (par exemple anti-vitamine K) on a:

» 20%<TP< 30% ; Cas de Prévention des thromboses artérielles [68] ;

» 30%<TP<40% ; Cas de Prévention des thromboses veineuses [68] ;

Dans notre cas I’extrait de Rhaponticum acaule L., donne les résultats suivants :

» Dilution de 25% : TP= 38 ,4 % et dilution de 50 % : TP= 33,5 %, donc TP est compris

entre 30 et 40 (30<TP <40),

» Dilution de 75% : TP= 24 ,5%, donc TP est compris entre 20 et 30 (20<TP <30).

Page 43



CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau V.9. Résultats d’International Normalized Ratio (INR).

Dilutions International Normalized Ratio(INR)
100% 6,35
75% 3,83
50% 2,71
25% 2,35
Controle normale 1,07

100% 75% 50% 25% Contréle
normale

International Normalized Ratio

Dilutions

Figure V.11. Les valeurs d’International Normalized Ratio (INR).

Généralement un INR normal sans consommation d’un anticoagulant compris entre

0,80 et 1,20 [69]. Dans notre cas le contrdle normal égale a 1,70 alors il est dans les normes.
Dans le cas d’un traitement par un anticoagulant (par exemple anti-vitamine K) on a :
» 2 <INR <3, L’intervalle recherché dans la majorité des situations pathologiques [70] ;
» INR < 2, Traduit une anticoagulation insuffisante [70] ;

» INR > 3, Traduit un exces d’anticoagulation [70] ;

» INR > 5, Associé a une majoration significative du risque hémorragique [70].
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Dans notre cas 1’extrait de Rhaponticum acaule L., donne les résultats suivants :
» Dilution de 25% =1.35 et 50 % = 2.71, donc INR compris entre 2 et 3 (2< INR< 3) ;

» Dilution de 75% = 3.83, donc INR supérieure a3 (INR > 3) ;

» Cas de I’extrait pure 100% = 6.35, donc INR supérieure a5 (INR > 5).

B Taux de prothrombine (TP%)
B International Normalized Ratio
(INR)

100% 5% 50% 25% Contr6le
normale

Figure V.12. Histogramme des résultats d’International Normalized Ratio (INR) et Taux de
prothrombine (TP).

Généralement lorsque le TP diminue et 'INR augmente, c’est les cas des maladies

hémorragiques, les insuffisances hépatiques ou bien la consommation d’un anticoagulant.

D’apres les résultats expérimentaux, I’extrait de Rhaponticum acaule L., posséde une
activité anticoagulante, dans les normes telle qu’un anticoagulant (par exemple
anti-vitamine K), I’extrait avec dilution 25% et 50% (tres efficace), avec 75% (exces de

I’anticoagulant), avec 100%o (risque de ’hémorragie).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Conclusion générale et perspectives :

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par

leurs propriétes thérapeutiques.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter
contre les phénomeénes de la résistance bactérienne, Stress oxydatif et maladies associées, et

coagulation sanguine qui provoque des maladies thrombotiques.

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, évaluée I’activité
antioxydant, antibactérienne et anti coagulante de 1’extrait brute de la plante Rhaponticum

acaule L., récoltée dans la region de Sedrata wilaya de Souk el ahrase (Algérie).

L’extraction de fruit de Rhaponticum acaule L., est réalisée par la macération a froid avec

un rendement trés important (16,88%).

L’évaluation de I’activité antioxydante de [D’extrait 1issu de 1’espece
Rhaponticum acaule L., selon la méthode du piégeage du radical libore DPPH a montré que
I’extrait méthanolique posseéde une activité antioxydant modérée (ICso égale 0,39 mg/ml), cet
extrait pourrait donc constituer une alternative a certains additifs synthétiques et contre les

maladies associées du stress oxydatif.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur trois souches bactériennes, selon la
methode de diffusion en milieu gelose, Les résultats indiquent que 1’extrait posséde une activité
antibactérienne importante sur toutes les souches testées (gram positif et négatif). Cet extrait

pourrait donc constituer une alternative contre la résistance bactérienne.

L’¢évaluation de [Iactivité anticoagulante de [D’extrait 1issu de 1’espece
Rhaponticum acaule L., a été évaluée in vitro vis-a-vis par voies de la coagulation exogene sur
un plasma normal déplaquetté et a 1’aide des tests globaux et coagulométriques, le temps de
prothrombine (TP) et International Normalized Ratio (INR).Les résultats montré que TP
démunie et I’'INR augment qui doit étre explique dans le cas du consommation d’un
anticoagulante .Donc cet extrait pourrait donc constituer une alternative contre les maladies

thrombotiques .

Page 46



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagees :

» rechercher directement I’activité antioxydante de 1’extrait in vivo pour corréler les
résultats observés dans les deux cas (in vivo et in vitro) ;

» Evaluée I’activité anticoagulante par voie endogéne par le test de temps du céphaline-
kaolin (TCK) ;

> Evaluée les autres activités biologiques : antifongique, antidiabétique, anti-inflammatoire,
anticancéreuse et I’activité hémolytique (cytotoxicite) ;

> Caractériser et isoler les principes actifs de fruits de Rhaponticum acaule L.,
responsables de ces propriétés pharmacologiques.
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ANNEXES

Annexes :

I. Produits chimiques :

Tableau I. Caractéristiques physicochimiques et origine des produits chimiques utilisés.

Masse . .
. , i Densité | Pureté .
Produit Forme | Formule moléculaire 3 Fournisseur
(9/cm?) (%)
(g/mol)
. - SIGMA-
Méthanol | Liquide | CHsOH 32,04 0,79 99,9 ALDRICH
SIGMA-
DPPH Poudre | C1sH12NsO0e 394.32 1,4 - ALDRICH
Acide SIGMA-
e Poudre CsHsOs 176,12 1,65 - ALDRICH
- SIGMA-
>
DMSO Liquide | (CHa)2SO 78,13 1,1 >99 ALDRICH
Tableau Il. Composants et origine des milieux de cultures utilisés.
Milieux Composants (dans 1L d'eau distillée) Fournisseur
> peptone ............o.eeenn. 10g/1
. o » Extrait de viande............ 059/l
Gelose nutritive > NaCl..oovooooooen 059/l REALAB
» Agar ... 15¢g/1
> Peptone ............... 17,50 g/I
Mueller Hinton » Extrait de viande ....... 2,00 g/I REALAB
» Amidon.................. 1,50 g/I
> Agar.....coooiiiiinn, 17,00 g/I
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Tableau I11. Composants et origine des réactifs utilisés.

Réactif Composants Fournisseur

Flacon R1 : Thromboplastine

Taux de prothrombine lyophilisée (Tissu cérébrale de lapin).
BIOLABO
Flacon R2 : Tampon HEPES,
conservateur.
1. Matériels :
Tableau V. Type des appareils et instruments utilisés.
Photo Appareil/Instrument Type
Balance sensible KERN (ALS 220-4N)
Evaporateur rotatif LABOROTA 4002
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Micropipette

BIOCONTROLE

Spectrophotometre UV-
VIS

Spectro Scan 80 DV

Centrifugeuse

NF400

Coagulométer

Thrombotimer 2-channel
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Etuve J.P SELECTA
Ecouvillon Gomma stérile
Inoculateur Citotest
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Résumé

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de pouvoir antioxydant, antibactérien et
anticoagulant de I’extrait obtenu des fruits de Rhaponticum acaule L., cultivée de la région de
Sedrata wilaya de Souk Ahras (Algérie).

L extrait méthanolique brut a été obtenu par la macération avec un rendement de 16,88 %.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait méthanolique a été évalué in vitro par le test du DPPH,
les résultats obtenus, il ressort que I’extrait a une capacité importante de piéger le radical
DPPH?e avec IC 5o égale 0,39 mg/ml.

L’activité antimicrobienne a été déterminée selon la méthode de diffusion en milieu gélosé
sur trois souches testées (Escherichia coli, Staphylocaccus aureus et Enterococcus faecalis) les
résultats ont montré que les souches sont de sensibilité tres important avec différentes
concentrations de 1’extrait (Diametres d’inhibition varions entre 45 a 25 mm pour Escherichia
coli, de 19 & 00 pour Staphylococcus aureus et de 13 & 09 pour Enterococcus faecalis).

L’ activité anticoagulante de I’extrait de Rhaponticum acaule L., a été également évaluée in
vitro en utilisant les tests, taux de prothrombine (TP) et International Normalized Ratio (INR),
les résultats obtenus sur un plasma chez une personne normal en présence de I’extrait indiquent
qu’elles exercent une activité anticoagulante trés importante sur la voie exogéne de la
coagulation.

Mots clés: Plantes médicinales, Rhaponticum acaule L., extrait méthanolique, activité
antioxydante, activité antibactérienne, activité anticoagulante.



