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Introduction

Introduction

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif d’améliorer la santé humaine (Djabou, 2006).
De nos jours, les vertus thérapeutiques des plantes médicinales présentent un regain d’intérét
grace a l’amélioration des techniques extractives, et aux progres des méthodes d’analyse
structurales pour la découverte de nouveaux principes actifs (Saffidine, 2013).

En effet, il est indéniable que les plantes médicinales soient trés abondantes dans la nature,
elles sont caractérisées par la diminution des effets indésirables par apport aux médicaments, par
une grande efficacité thérapeutique, et la présence d’une composition inoffensive (Thurzovol et
al., 1978). De plus, elles ont I’aptitude de synthétiser de nombreux composés et constituent donc
un immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique possédant un large éventail
d’activités biologiques (Haddouchi et al., 2016).

L’ Algérie, et grace a sa position biogéographique, offre une grande variété de flore (plus
de 300 espéces) a intérét médicinale et aromatique, mais aussi une forte tradition ethno-
médicinale qui est toujours en vigueur (Ababsa et al., 2018). Parmi les plantes utilisées dans la
médecine traditionnelle algérienne, Carthamus caeruleus L. C'est une espéce peu commune de
bassin méditerranéen dont ces racines sont, depuis longtemps, tres utilisées dans le traitement des
brilures et les plaies présentant aussi une diversité moléculaire de métabolites secondaires tels
que les flavonoides, les coumarines, les leuco-anthocyanes, les tannins, mucilage, et les
saponines (Dahmani et al., 2018).

Les saponines retiennent 1’attention aussi bien pour leur exploitation industrielle en lien
avec leur large gamme de propriétés pharmacologiques et biologiques, notamment antivirales,
antifongiques, antibactériennes (Gaci et Lahiani, 2017), antitumorales, hépatoprotectrices,
hémolytiques et anti-inflammatoires. Par conséquence, elles sont considérées comme étant une
ressource thérapeutique prometteuse (Barbosa, 2014).

Face a ce constat, les objectifs a atteindre dans cette étude sont :

» L’extraction par solvant assistée par ultrasons des saponines a partir des rhizomes de
Carthamus caeruleus L.

» L’évaluation de différentes activités biologiques de la plante a savoir D’activité anti-
inflammatoire, le pouvoir cicatrisant, 1’activité anticoagulante et I’activité antioxydante des

extraits saponosidiques.
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Introduction

Ce travail s’insére dans un projet de Recherche-Formation Universitaire (PRFU) destine a
la valorisation de la flore algérienne et I’amélioration du patrimoine de la médecine traditionnelle
par la recherche de nouveaux composés ou principes actifs a débouchés thérapeutiques.

La présente étude comporte deux grandes parties :

- La premiére partie, est consacrée pour une synthése bibliographique sur la plante étudiée et
ses activités biologiques, les saponines, et 1’extraction assistée par ultrasons, il s’agit de
premier chapitre.

- La seconde représente la partie expérimentale qui traitera deux chapitres présentant les
materiels et les méthodes utilisés pour I’extraction et 1’identification des saponines, ainsi que

la discussion des résultats obtenus.
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Chapitre | Synthése bibliographique

Chapitre I : Synthese bibliographique
I.1 Etude de la plante Carthamus caeruleus L.
Le nom Carthamus signifie « teinture » et caeruleus s’applique aux fleurs « de la couleur
du ciel ». Elle fait partie de 14 especes du genre Carthamus de la famille des Astéracées. C’est

une plante a fleurs qui a des rapports avec les chardons dont la période de floraison est du mois
d’Avril jusqu’au Juillet (Quézel et Santa, 1962).

1.1.1 Classification

Vu qu’elle soit mal connue et de structure compliquée, plusieurs classifications ont été
attribuées pour cette plante. Selon Quézel et Santa (1962) Carthamus caeruleus L. est classée
dans le tableau ci-dessous (tableau 1).

Tableau 1 : Classification de la plante Carthamus caeruleus L. (Quézel et Santa, 1962).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Sous famille Carduoideae

Genre Carthamus

Espece Carthamus caeruleus

Autres appellations : Carthamus caeruleus L., Carduncellus caeruleus L.
Noms vernaculaire
= En arabe : Merghres Ghers, Kenjdar (U»>), Gergaa (g%.8), Qartum (ab_%), Emar
g0SQgos (Uatad jac).
= Enanglais : Blue thistle.
= En francais : Carduncelle bleue.

» En berbere : Amegres, Arvive’n taga, Immerzezig.

1.1.2 Description botanique
Carthamus caeruleus L. est une plante vivace, annuelle ou bisannuelle de 20 a 30 cm

d’hauteur (Quézel et Santa, 1962). Les fleurs sont bleues ou bleues violets, en capitules
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solitaires au sommet de la tige et des rameaux globuleux ou ovoides (figure 1-a). Elles ont une
corolle tubuleuse que prolongent 5 dents a valeur de courts lobes sommitaux, et des akénes sub-
globuleux, glabres et blanchatres. La tige est ascendante, simple ou tres peu rameuse, dressée et
velue. Ses feuilles sont glabres ou pubescentes, fortement nervurées a contour ovale ou lancéole,
dont les inferieures sont pétiolées et dentées tandis que les supérieures sont sessiles
amplexicaules ou dentées-épineuses (figure 1-b) (Boullard, 2001; Bowles, 2003). Son rhizome
est composé d’une racine principale qui évolue horizontalement et a partir duquel sortent et
évoluent verticalement des racines secondaires (figure 1-c) (Belkhiri et Baghiani, 2017).
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Figure 1. Photographie des différentes parties de Carthamus caeruleus L. : a) fleurs;
b) feuilles; c) rhizomes ou racines (Gorter, 2014).

1.1.3 Répartition géographique

C'est une espece peu commune qu'on peut rencontrer dans les terrains maigres de
Provence et de corse. Elle préfére les lieux secs et ensoleillés du bassin méditerranéen, et est
originaire du Sud - Ouest de 1’Asie, d’Orient, mais répandue dans le reste de 1’Asie, en Afrique
du Nord (Algeérie, Maroc, Tunisie), en Australie, dans les deux Amériques, ainsi qu’en Europe
(Boullard, 2001) (figure 2). En Algérie, elle se trouve dans les régions cotieres
méditerranéennes ; Tipaza, Annaba, Bejaia, Boumerdes, Sidi bel-abbés et Bouira ainsi que dans

les hauts plateaux comme Sétif (Baghiani et al., 2010 ; Benhamou et Fazouane, 2013).
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2 Ymd
i Europe

kel Bassin méditerranéen ‘T\ 7/ Algérie 2 B
bl Australie

= < >

4 Lo |

[ Deux Amériques J
W Asie o

Figure 2: Répartition géographique (par pays) de Carthamus caeruleus L. dans le monde sur la

base des travaux de (Boullard, 2001 ; Baghiani et al., 2010 ; Benhamou et Fazouane, 2013).

1.1.4 Composition phytochimique des racines

Carduncelle bleue est parmi les plantes médicinales, pour cela, ses différentes parties
comme les rhizomes sont riches en métabolites secondaires. Ces métabolites sont des molécules
organiques, complexes, synthétisees naturellement et accumulées en petites quantités par les
plantes autotrophes (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007). Ils exercent un r6le majeur
dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement, et assurent des fonctions clés dans la
résistance aux contraintes biotiques (phytopathogénes, herbivores, etc.) et abiotiques (UV,
température, etc.) (Bourgaud, 2013). Ils sont divisés principalement en plusieurs catégories en
fonction de leur nature biochimique et de leur origine biosynthétique, dont chacune renferme une
trés grande diversité de composés possédant une trés large gamme d'activités en biologie
humaine. Parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides, et les composés
azotés dont les alcaloides, ainsi que la catégorie des hétérosides, celle qui inclut les
saponosides/saponines (Bourgaud, 2013).

Les résultats obtenus des tests phytochimiques réalisés par Benhamou et Fazouane (2013)
sur les infusés et la poudre végétale de rhizome de Carthamus caeruleus L. montrent une
présence élevée de métabolites secondaires tels que les saponines, coumarines, alcaloides,
flavonoides et leuco-anthocyanes et absence des tannins, et anthocyanines. Cependant, cette
composition n’est pas constante dans la plante car elle peut se varier selon la région dont elle

existe, ainsi que le temps de récolte.
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De plus, selon Hamadi et al. (2014) le rhizome est particulierement riche en : amidon,
stérols a effet hypocholestérolémiant, saponines, acides gras polyinsaturés et mucilages ayant un

pouvoir calmant sur les tissus irrités.

1.1.5 Utilisations de Carthamus caeruleus L.
1.1.5.1 Utilisation traditionnelle

Carduncelle bleue et plus précisément ses rhizomes sont tres utilisés en meédecine
traditionnelle dans le but de traiter les maladies de la peau en tant qu’un cicatrisant qui contribue
a guérir les bralures et les inflammations articulaires. L’utilisation consistait a préparer une
creme a base de ces rhizomes, ensuite 1’appliquer directement sur la partie brulée ou la plaie
d’une maniére régulié¢re (Benhamou et Fazouane, 2013). Des résultats spectaculaires ont été
observes.
1.1.5.2 Utilisations médicinales

En corrélation avec leur usage traditionnel, peu d’études ont eté menées afin de confirmer
les effets thérapeutiques des extraits de rhizome de Carthamus caeruleus L. (tableau 2). En
effet, les activités trés répandues ont ¢été démontrées a savoir 1’activité antioxydante,
antibactérienne, anti-inflammatoire, ainsi que 1’activité cicatrisante en cas de brdlures a différents
degrés. Ces activités seront détaillées dans la troisieme partie de ce chapitre.

Par ailleurs, il est évident que cette plante peut présenter d’autres activités biologiques

grace a sa richesse et son extréme diversité en métabolites secondaires, comme les saponines.
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Tableau 2 : Les travaux scientifiques réalisés sur Carthamus caeruleus L.

Etudes Métabolite étudié Références
Activité antioxydante et propriétés de Composés (Baghiani et al., 2010)
piégeage de radicaux libres de I'extrait de  phénoliques totaux,
Carthamus caeruleus L. flavonoides
Etude ethnobotanique, caractérisation ~ ----- (Benhamou et Fazouane,
phytochimique et effet curatif des rhizomes 2013)

de Carthamus caeruleus L.

I'activité antimicrobienne et antioxydante de  Polyphénols, huiles  (Belkhiri et Baghiani, 2017)

I'extrait de Carthamus caeruleus . essentielles
Optimisation de I'extraction accélérée par Composés (Toubane et al., 2017)
solvant de Carthamus Caeruleus L., phénoliques

évaluation de l'activité antioxydante et anti-

inflammatoire des extraits.

Chromatographie en phase gazeuse couplée ~ Composeés volatils (Dahmani et al., 2018)
au caractérisation par spectrométrie de
masse, effet anti-inflammatoire, potentiel de
cicatrisation des plaies et activité favorisant
la pousse des cheveux de Carthamus

caeruleus L. (Asteraceae) algérienne.

1.2 Saponines

1.2.1 Généralités sur les saponines

Les saponosides ou saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, non-
volatils, tensio-actifs, qui sont principalement distribués dans le regne végétal, les animaux
marins inférieurs et certaines bactéries. Le nom « saponine » est dérivé du mot latin sapo, qui
signifie « savon ». En effet, les molécules de saponine permettent de former une mousse stable
semblable au savon dans une solution aqueuse (Barbosa, 2014).

Les saponines ont une série de propriétés dues a leur grande diversité structurelle, qui
comprend certaines caractéristiques en plus des propriétés biologiques, médicales et
pharmacologiques. 1l convient également de noter les applications dans les industries
pharmaceutiques comme matiére premiére pour la synthése de médicaments stéroidiens
(Barbosa, 2014).

Bien qu'elles présentent une toxicite lorsqu'elles sont administrées par voie intraveineuse,

leur toxicité est beaucoup plus faible lorsqu'elles sont administrées par voie orale. Les saponines
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sont utilisées depuis les années 1950 comme adjuvants immunologiques dans les formulations de
vaccins vetérinaires en raison de leurs propriétés de renforcement du systéme immunitaire. Leur
utilisation dans les vaccins humains a toutefois été limitée par leur complexité et leur toxicité
(Barbosa, 2014).

1.2.2 Types et structures de saponines

Ce sont de grosses molécules dont le poids moléculaire est élevé (Barbosa, 2014),
chimiquement constituées de deux parties : I'aglycone et le glycone. La partie aglycone est
également connue sous le nom de sapogénine (partie hydrophobe), qui est classée en stéroides,
triterpénoides (C30), neutres ou alcaloides (C27). Elle est liée par covalence a un ou plusieurs
glycones (sucres), qui peuvent étre le glucose, le galactose, l'acide glucuronique, la xylose ou le
rhamnose (El Barky et al., 2017). Les sucres constituent la partie hydrophile des saponines.

Elles peuvent étre constituées d’une ou plusieurs chaines osidiques (linéaires ou ramifi¢es) a des

positions différentes sur 1’aglycone (Bruneton, 2009). L'oligosaccharide est fixé en position C3,

mais dans certaines saponines, des sucres supplémentaires sont fixés en position C26 ou C28 (El

Barky et al., 2017).

Donc structuralement, les saponines peuvent étre classées en deux groupes selon la nature
de la génine ; saponine stéroidique et saponine triterpénique.

A. Saponines a génine stéroidique ou Saponines stéroides : Elles sont presque exclusivement
présentes chez les angiospermes monocotyledones et possedent un squelette de spirostane
avec 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles (figure 3). Les
sapogénines stéroidiques peuvent avoir une double liaison A>®. Dans certains cas, le groupe
hydroxyle en position 26 est engagé dans une liaison glycosidique pour donner un squelette
de furostane (Bruneton, 2009).

B. Saponines a génine triterpénique ou Saponines triterpénes : Elles sont les plus
abondantes, et se trouvent principalement dans les angiospermes dicotylédones. Les
saponines triterpenes sont constituées d'un aglycone triterpénoide formé d'un squelette de 30
atomes de carbone (figure 3). Les positions C2, C7, C11, C15, C16, C21 et C22 peuvent
porter des groupements hydroxyles qui peuvent étre oxydés en cétone. Suite a la nature de la

biosynthese, le groupement hydroxyle en C3 est constant (Bruneton, 2009).
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Figure 3: Structure des saponines (El Barky et al., 2017).
1.2.3 Propriétés physicochimiques

En raison de leur structure amphipathique (amphiphile), les saponines sont des composes
tensioactifs ayant des propriétés detergentes, mouillantes, émulsifiantes et moussantes. Dans les
solutions aqueuses, les agents de surface forment des micelles au-dessus d'une concentration
critique appelée concentration micellaire critique (CMC) (GUglU-Ustiindag et Mazza, 2007).

La solubilité¢ des saponines est également influencée par les propriétés du solvant
d’extraction (température d’ébullition, nature et pH). Si l'eau, les alcools (méthanol, éthanol) et
les alcools aqueux sont les solvants d'extraction les plus courants pour les saponines,
Hostettmann et Marston (1995) ont signalé la solubilité de certaines saponines dans I'éther, le
chloroforme, le benzéne, l'acétate d'éthyle ou I'acide acétique glacial.

La solubilisation micellaire par les saponines peut étre exploitée pour le développement de
procédés d'extraction micellaire ou pour affecter la solubilisation d'ingrédients dans des
formulations cosmétiques, pharmaceutiques ou alimentaires (GugclU-Ustiindag et Mazza, 2007).

1.2.4 Activités biologiques des saponines

De nombreux articles ont été publiés sur les activités des saponines, parmi les plus
impressionnantes ; antifongiques, antitumorales, antivirales, antiparasitaires,
immunomodulatrices, synthese d’hormones, agissant sur le systéme cardiovasculaire, agissant sur
le systéme nerveux central et le systéme endocrinien. Les saponines sont également et largement
utilisées dans l'industrie pharmaceutique comme adjuvants pour améliorer I'absorption d'autres

médicaments en augmentant la solubilité, ou interférant dans les mécanismes d'absorption
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(Guglu-Ustiindag et Mazza, 2007 ; Barbosa, 2014). Ainsi, l'activité anti-inflammatoire et
antiallergique sont connues depuis longtemps. De plus, la capacité des saponines a se complexer
avec le cholestérol a donné lieu a un nombre important d'études afin d'évaluer I'utilisation des
saponines dans l'alimentation pour réduire le taux de cholestérol sérique, il s’agit de 1’activité
anti-hypercholestérolémique (Barbosa, 2014).

En plus de ces activités, les saponines ayant une activité antidiabétique en réalisant
différents mécanismes représentés dans la (figure 4) qui régulent la glycémie et prévenaient les
complications de diabéte dues a leur activité antioxydante. La dyslipidémie attribuée au
saponines aidera a réduire le risque d'athérosclérose et les maladies cardiovasculaires chez les
patients diabétiques (El Barky et al., 2017).

‘i3 . caractérisé par
Stress oxydatif g——=>. Hyperglycémie —0 DM
4
\ | Diabete sucre
qui cause \ 1
\ I
\\ 1
endommage I'ADN, les \ |
protéines et les lipides et
joue un role cle et direct e ~ :
dans la pathogeneése des hlec_an:)s?:s dle salp'()l’llnle
complications tardives POUr-ADASIET 1a giycemic
du diabete
Activation de Suppression de modmer la I‘Ié%lérel"ation Sl.lpp;'essio‘n de la
la synthése de I'activité de signalisation :l?iu::l'il:: neoglucogenese
glvcogéne disaccharide de l'insuline

Figure 4. Mécanisme d'action des saponines dans le diabete (EI Barky et al., 2017).

1.3 Les différentes propriétés biologiques de Carthamus caeruleus L.

1.3.1 Activité anti-inflammatoire
1.3.1.1 Inflammation
1.3.1.1.1 Définitions

L’inflammation est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a une
agression d’origine exogéne (brllure, infection, allergie, traumatisme) ou endogene (cellules
cancéreuses ou pathologies auto-immunes) (Nurtamin et al., 2018), dont la fonction principale
est d’¢éliminer 1’agent pathogéne, et réparer les lésions tissulaires en favorisant le retour a
I’homéostasie et la cicatrisation (Iwalewa et al., 2007 ; Barton, 2008) . Ceci nécessite une

libération des médiateurs inflammatoires pour la mobilisation des cellules phagocytaires vers le
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site de linflammation (Nurtamin et al., 2018), les plus fortement impliqués sont les

prostaglandines (PGs), les leucotrienes (LT5), I'histamine, la bradykinine, et plus récemment, le

facteur d'activation des plaquettes (PAF) et l'interleukine-1 (Vane & Botting, 1987).

1.3.1.1.2 Les étapes

L’inflammation commence par une réaction de « reconnaissance » faisant intervenir

certaines cellules de I’organisme ou des protéines circulantes (Protéines de la Rection

Inflammatoire (PRI), anticorps, protéines du complément...) (Betina-Bencharif, 2014). Elle se

développe en différentes phases plus ou moins distinctes et d’importance variable ; congestive,

exsudative, proliférative, nécrotique et réparatrice (Engler, 1995).

= Phase |: se traduit par les quatre signes cardinaux de 1’inflammation aigué. C’est une
vasodilatation artériolaire entrainant un érythéme, un dégagement de la chaleur locale, une
hyperesthésie, ainsi la peau de la zone enflammée sera rouge. De méme une stase du sang
dans les vaisseaux capillaires, une augmentation de la perméabilité capillaire, et un afflux
des leucocytes par diapédese (Betina-Bencharif, 2014).

= Phase Il: est caractérisée par la formation d’un cedéme, un phénomeéne actif lié a
I’augmentation de la pression hydrostatique et surtout a I’augmentation de la perméabilité de
la paroi vasculaire. Ce liquide plasmatique plus ou moins riche en fibrogéne, en albumine, et
en globuline passe dans le compartiment interstitiel du derme et remplie les cavités séreuses
(plévre, péritoine synovie) (Betina-Bencharif, 2014).

= Phase Ill: est caractérisée par la formation du granulome inflammatoire ou tissu de
granulation. Sa composition varie en fonction du temps. Les leucocytes affluent, des
macrophages et des fibroblastes apparaissent. Le tissu de granulation est un tissu conjonctif
jeune, riche en fibroblastes et en capillaires, et pauvre en fibres conjonctives. Ce tissu
nouvellement formé peut s’individualiser en granulome (Betina-Bencharif, 2014).

= Phase IV : C’est la détersion. Il s’agit de I’élimination des tissus nécrosés des agents
pathogeénes et du liquide d’exsudat (pinocytose). Elle succede progressivement a la phase
vasculo-exsudative, et elle est contemporaine de la phase cellulaire. Si la détersion est
incompléte, I’inflammation aigué va évoluer en inflammation chronique (Betina-Bencharif,
2014). L’étape de réparation et cicatrisation aboutit & une cicatrice (si le tissu 1ésé ne peut
régénérer ex neurone, cellules myocardiques), ou a une restitution intégrale du tissu 1ésé
(agression limitée peu destructrice et bréve dans un tissu capable de régénération
épithéliale).

1.3.1.1.3 Types d’inflammation

L’inflammation aigué représente la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte

durée (quelques jours ou semaines), brutale et caractérisée par des phénomeénes vasculo-

1l1|Page



Chapitre | Synthése bibliographique

exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement,
mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (CoPath, 2012).

Par contre, I’inflammation chronique est une inflammation qui n’a aucune tendance a la
guérison spontanée, et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou
plusieurs années. L’inflammation chronique conduit souvent a une perte des tissus ou des
fonctions des organes (Howcroft et al., 2013 ; Park et al., 2014).
1.3.1.1.4 Les anti-inflammatoires

Il existe plusieurs familles ou groupes de médicaments anti-inflammatoires (Al) permettant
de lutter contre les maladies inflammatoires. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
sont les plus utilisés dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires,
antipyrétiques et antalgiques ; comme 1’ibuproféne, le diclofénac ou I’aspirine. Alors que, les
anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides sont des molécules synthétiques
dérivées des hormones naturelles (cortisone et cortisol) ou hémi-synthétisées ayant des propriétés
anti-inflammatoires, et immunosuppressives comme la prednisone (Bouhenni et Benkablia,
2019).

Actuellement, les plantes médicinales font I'objet d'études scientifiques vu leur richesse en
composés phytochimiques ayant des propriétés thérapeutiques. Etant donné que les anti-
inflammatoires conventionnels ont plus des effets secondaires, il est donc nécessaire de

développer des anti-inflammatoires d’origine végétale (naturels) ayant moins ou pas d'effets

secondaires, comme ceux de Carduncelle bleue.
1.3.1.2 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de Carthamus caeruleus L.

Plusieurs études ont rapporté un effet anti-inflammatoire de Carthamus caeruleus L. Pour
I’évaluation de cette activité, il existe deux types de tests :
1.3.1.2.1 Testinvivo

a) Induction de I’inflammation par la carraghénine (cedéme patte)

Cette méthode est la plus utilisée pour ’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de
Carthamus caeruleus L., et qui a pour but de comparer la réduction de I’cedéme plantaire induit
aprés I’administration de I’extrait de racine de la plante testé et le produit de référence (Toubane
etal., 2017).

e Les groupes de souris de contr6le ont recu par voie orale la solution préparée de I'extrait
(figure 5.a) une heure avant le traitement au carraghénane (carraghénine), alors que le
groupe standard ou groupe référence a recu la solution anti-inflammatoire de référence tel

que le Diclofénac sodique (25 mg/ml).
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e L'injection sous-cutanée de la suspension de carraghénine fraichement préparée dans la
région de l'aponévrose plantaire de la patte arriére droite de chaque souris (figure 5.b) (sans
témoin négatif) pour I'induction de I’cedeme.

b) Mesure de I’cedéme

Le diamétre de la patte est mesuré, a 1’aide d’un micrométre ou vernier digital (figure 5.c)
avant et apres induction de I’cedéme, a des intervalles d’une heure pendant 4 heures. L'évolution
de l'cedéme (G per) de la patte est déterminée chaque heure et calculée par :

G per (%) = [(Ps - Psc) /Ps] x 100 (Toubane et al., 2017)

Avec : Ps représente la taille des pattes de model / Psc : la taille des pattes du contréle

L'activité anti-inflammatoire des extraits de C. caeruleus est exprimée en :

Activité anti-inflammatoire (%) = (1 - D/C) x 100 (Dahmani et al., 2018)

Avec : D : représente la différence en pourcentage de volume de la patte aprés I'administration de

médicaments aux souris et C : la différence de volume en pourcentage des groupes de contrdle.

Figure 5: Photographie de test in vivo de 1’activité anti-inflammatoire : a) Administration orale

d’extrait, b) Injection sub-plantaire de la Carraghénine, c) Mesure du diamétre de la patte aprés
gonflement (Bouhenni et Benkablia, 2019).
c) Effet anti-inflammatoire des extraits

L'injection de carraghénine provogue un gonflement de la patte arriére environ 1 heure
apres l'injection (Toubane et al., 2017). Le pourcentage d'augmentation de volume des pattes a
été significativement réduit chez les souris traitées aprés 4 heures de prétraitement avec les
extraits de racine de Carduncelle bleue par rapport aux témoins négatifs (Dahmani et al., 2018).
Une inhibition significative de l'eedéme des pattes par ces extraits, qui est similaire ou plus
importante que celle du standard (Toubane et al., 2017).

La pathogénese de I’inflammation est soulignée par des médiateurs ou multiprocessus.

L’inhibition de l'un de ces médiateurs ou de leur libération peut faire baisser le processus
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inflammatoire. Selon Dahmani et al. (2018), plusieurs composés des extraits méthanoliques de
C. caeruleus ont été trouvés ciblant les prostaglandines, qui sont impliquées dans la phase
tardive de l'inflammation aigué et la perception de la douleur. Ainsi, I'activité anti-inflammatoire
des extraits est probablement due a l'inhibition de la libération de ces médiateurs (Toubane et
al., 2017).
1.3.1.2.2 Testinvitro
a) Activité d'anti-dénaturation

Ce test est effectué par plusieurs méthodes. La procédure générale comporte premiérement
sur la préparation des extraits de la plante, ainsi que des standards tel que le Diclofénac sodique,
ensuite la détermination de la différence entre leurs effets sur la BSA (Bovine Serum Albumin)
(Karthik et al., 2013).

Le principe est basé sur I’inhibition de la dénaturation du BSA provoquée par la chaleur
(72 °C) par I’extrait. Le pourcentage de l'inhibition des précipitations est déterminé apres une
lecture d’absorbance en utilisant un spectrophotometre UV-visible a une longueur d’onde bien

déterminée (Karthik et al., 2013), et calculé par la formule suivante :

. Y res / . absorbance de contrdéle— absorbance drextrait
(%) inhibition de dénaturation = - x 100
absorbance de contrdle

Puisque la dénaturation est une cause d'inflammation bien documentée et apres I’obtention
des résultats, un pourcentage maximum d'inhibition de la dénaturation des protéines d'albumine
(induites par la chaleur) par les extraits que par le standard doit étre observé (Karthik et al.,
2013). Plusieurs médicaments anti-inflammatoires ont montré une capacité dépendante de la
dose a inhiber la dénaturation des protéines induite thermiquement (Grant et al., 1970), donc, le
mécanisme de l'activité anti-inflammatoire des extraits de la plante C. caeruleus dépend de la
capacite a inhiber la dénaturation des proteines (Karthik et al., 2013).

b) Stabilisation de la membrane des globules rouges humains (HRBC)

Ce test est généralement utilisé pour le dépistage in vitro de l'activité anti-inflammatoire
des médicaments. Dans ce test, I'némolyse des érythrocytes induite par la chaleur est largement
utilisée comme un outil rapide, simple, économique et sensible pour déterminer la propriété anti-
inflammatoire des médicaments ou des extraits de plantes (Kardile et al., 2016).

Le principe est basé sur la stabilisation de la membrane des érythrocytes humains par les
extraits de plante contre sa dégradation induite par la chaleur.

La membrane érythrocytaire ressemble & la membrane lysosomale, et donc [I'effet
stabilisateur des anti-inflammatoires sur la membrane des érythrocytes de mammiféres et
I’inhibition de 1'hémolyse peut étre corrélée avec son effet stabilisateur sur la membrane

lysosomale. Cet effet stabilisateur des médicaments anti-inflammatoires ou des extraits de
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plantes sur la membrane érythrocytaire peut étre di a un effet stabilisateur sur certaines protéines
de la membrane. Les lysosomes contiennent plusieurs enzymes pouvant étre impliquées dans le
processus inflammatoire, en se libérant dans le cytosol et endommageant les tissus environnants,
déclenchant l'inflammation. Ainsi, ’activité anti-inflammatoire nécessite une stabilisation de la
membrane lysosomale et I’inhibition du processus inflammatoire en limitant la libération des

enzymes lysosomales (Kardile et al., 2016).

1.3.2 Activité cicatrisante

L'un des traumatismes cutanés les plus répandus représentant un véritable probléme de la
santé publique est les brQlures. La brdlure est une agression de la peau résultant d'une violence
ou d'un traumatisme, et pouvant évoluer d’une 1ésion a une destruction du revétement cutané ou
des tissus sous-jacents (Mélissopoulos et Levacher, 2012).

Le soin des plaies est un art aussi ancien que celui de la médecine, mais depuis I'Antiquite,
les blessures en particulier les brdlures, peuvent étre traitées a l'aide des plantes médicinales
(Benhamou et Fazouane, 2013). Des études récentes ont montré que les composés secondaires
dérivés de ces plantes peuvent servir de nouveaux composés principaux pour améliorer la
cicatrisation des blessures. Parmi les herbes ayant un effet sur le processus de guérison, les
racines de Lannea kerstingii et I'Aloe vera, et de Carthamus caeruleus L. (Dahmani et al.,
2018).
1.3.2.1 La peau

La peau, appelée aussi tégument (du latin tegumentum, couverture) est 1’organe de
revétement le plus lourd et étendu de 1’organisme, représentant 7-8% de la masse corporelle avec
une épaisseur varie de 1 a 5 mm selon les endroits du corps. De plus, la peau est en effet le siege
de nombreuses fonctions : sensorielles tel que la synthese de vitamine D, meétaboliques,
d’échanges, de thermorégulation et d’autoréparation ou cicatrisation (Mélissopoulos et
Levacher, 2012).

La structure cutanée est une structure hétérogene, composée de trois tissus SUperposes
(figure 6), de la superficie vers la profondeur : 1’épiderme, le derme, et I’hypoderme, et renferme
également des annexes cutanées représentees par les glandes (sébacées et sudoripares) et les
phaneres (poils et ongles).
= Epiderme : est la couche la plus superficielle de la peau, et qui est constituée d'un

épithélium pavimenteux, stratifié, kératinisé, et mesure en moyenne 0,1 mm d'épaisseur. Elle
est constituée de quatre populations cellulaires différentes : les Kkératinocytes, les

mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (Schweizer et al., 2006).
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= Derme : est un tissu conjonctif dense qui constitue le support solide de la peau, richement
vascularisé et innerve. Il a pour origine le mésoblaste intra-embryonnaire. Son epaisseur
moyenne est de 1 a 2 mm (Mélissopoulos et Levacher, 2012) .

= Hypoderme : est la couche la plus profonde de la peau, constituée d’une couche de graisse
de réserve (tissu graisseux sous-cutané) rattachée a la partie inférieure du derme par des
expansions de fibres de collagene et de fibres élastiques (Mélissopoulos et Levacher,
2012). Ces cellules graisseuses sont groupées en un gros amas en forme de coussins
(Banchereau et al., 2000).

_~ Epiderme

Derme

Hypoderme

Figure 6: Composition de la peau (Duteille, 2009).

1.3.2.2 Lacicatrisation
1.3.2.2.1 Généralités

La cicatrisation, un phénomene physiologique naturel permettant la restauration de
I’intégrité de la peau apres une Iésion, suit plusieurs étapes dépendantes les unes des autres
(Bagheri, 2018). Il sagit d'un processus dynamique et fortement régulé qui commence
immédiatement aprés la lésion initiale, et durera jusqu'au fermeture complete de la plaie et la
régénération ultérieure du tissu en le rendant fonctionnel (Turksen, 2018). Le temps de
cicatrisation dépend des facteurs intrinseques (profondeur de la plaie) et extrinséeques comme
I’age, I’état nutritionnel, infection, 1’alitement et les comorbidités.

La cicatrisation est réglée et synchronisée par de nombreux types de cellules, facteurs de
croissance (PDGF, FGF, TNF, IGF, et le TGF a et ), composants de la matrice extracellulaire
(MEC) et cytokines (Gambichler et al., 2005) pour compléter la réparation normale des tissus
aprés une lésion. Ces derniéres sont secrétées par les thrombocytes, les macrophages, les

neutrophiles, les lymphocytes, cellules endothéliales et les fibroblastes (Turksen, 2018).
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1.3.2.2.2 Processus de cicatrisation

Le processus de cicatrisation s’effectue en 4 phases (étapes) principales : 1’hémostase,

I’inflammation, la prolifération cellulaire et le remodelage (figure 7).
a) Phase vasculaire (Hémostase)

Cette étape comprend la vasoconstriction, lI'agrégation des plaquettes et l'activation de la
coagulation, ainsi des compléments en cascade. Lorsqu'une lésion vasculaire se produit, les
cellules endothéliales commencent a fabriquer le facteur von Willebrand (VWWF) qui aide les
plaquettes de se lier au collageéne, ainsi ’activation par la thrombine, le thromboxane ou
I'adénosine diphosphate (ADP), et le changement de leur morphologie (dégranulation).
Parallélement, la vasoconstriction commence afin de limiter la perte de sang en formant un
bouchon plaquettaire dans le vaisseau par les voies de coagulation (intrinseque et extrinseque)
qui convertissent la prothrombine en thrombine, entrainant la conversion du fibrinogéne en
fibrine et la formation d'un caillot fibrino-plaquettaire (Turksen, 2018).

b) Inflammation

Ce stade est divisé en deux étapes différentes afin de prévenir l'infection et assurer la
détersion. Le stade précoce de l'inflammation est caractérisé par la chimiotaxie des cellules
immunitaires. Au cours des premiéres 24 heures, les neutrophiles se déplacent a travers le caillot
de fibrine pour distraire les matiéres étrangeres, les bactéries et les cellules hétes non
fonctionnelles. Ensuite, elles seront éliminées de la zone de la plaie soit par apoptose, ou par
phagocytose. Au stade inflammatoire tardif, 48-72 heures apres la blessure, plusieurs molécules
chimioattractives recrutent des monocytes sur la plaie. Elles sortent du réseau vasculaire et se
transforment en macrophages dont la fonction essentielle est d’assurer le nettoyage de la plaie
par la phagocytose des cellules apoptotiques, y compris les neutrophiles, les débris tissulaires et
les organismes microbiens. Les lymphocytes sont les derniéres cellules qui pénetrent le site de la
plaie aprés 72 heures de blessure sous l'influence de l'interleukine-1 (IL-1). Les lymphocytes T
jouent un role dans la régulation de I'environnement de la plaie (Turksen, 2018).

¢) Prolifération

Cette étape dure de 2 a 10 jours aprés la blessure, et fait intervenir les cellules
endothéliales et les fibroblastes qui maintiennent les composants de la matrice extracellulaire. Le
tissu de granulation « tissu de bourgeon charnu » remplit la zone de la plaie, et les fibres de
collagéne commencent a se former. L’angiogenése est induite par l'activité des macrophages et
I'nypoxie tissulaire, et atteint son niveau le plus élevé au cinquieme jour de la cicatrisation. Dans
la derniére partie de cette etape, les facteurs de croissance TGF-B et PDGF vont servir de
médiateurs pour la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes contractiles pour la

contraction des plaies (Turksen, 2018). Ces dernieres produisent du collagene et des composants
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de la MEC formant un pont entre les bords de la plaie permettant la migration des cellules
épithéliales aprés la blessure vers le lieu de la détersion (Verola, 2006).
d) Remodelage

La derniére étape de la cicatrisation est le remodelage, qui commence 2 a 3 semaines apres
la blessure et dure un an ou plus, entrainant le développement d'un épithélium normal, et la
maturation du tissu cicatriciel. Ce stade peut étre défini comme une diminution de la
prolifération et de I'inflammation, une réorganisation de la MEC et une régression des capillaires
nouvellement formés. Le remodelage comprend un équilibre entre la synthese et la dégradation
de collagéne et d'autres protéines accumulées dans la plaie, dont les métalloprotéases (MMP) et
leurs inhibiteurs (TIMP) qui jouent un r6le important. La fibronectine disparait et l'acide
hyaluronique et les glycosaminoglycanes sont remplacés par des protéoglycanes pour obtenir une
structure similaire a celle des tissus normaux, et une augmentation progressive de la résistance a

la traction de la plaie (Turksen, 2018).
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fibroblastes . ‘
c. Phase de migration d. Phase de maturation

Figure 7: Phases de cicatrisation (Martinet, 2018).

1.3.2.3 Evaluation de P’activité cicatrisante de Carthamus caeruleus L.
a. Préparation des cremes
Une créme traditionnelle est préparée a partir des rhizomes frais de Carthamus caeruleus
L. qui sont nettoyés, pelés et coupés en petits morceaux et bouillis dans I'eau pendant 12 heures.

Ensuite, les refroidir et filtrer pour obtenir une creme préte a I'emploi (Benhamou et Fazouane,
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2013). Une autre creme a préparer est a la base des extraits issus de rhizomes de la plante
mélangés avec de la vaseline (Gaci et Lahiani, 2017). Ces préparations sont conservées dans
des boites en plastique hermétiquement fermées afin d’éviter toute contamination, et assurer
I’intégrité thérapeutique.
b. Evaluation de ’activité curative

» Principe

Le principe est basé sur la contraction des plais et des brllures, ainsi que la pousse des
cheveux apres traitement par la créme a base des rhizomes de Carduncelle bleue. La procédure
générale comporte sur I’induction de la plaie et de la brllure (2eme degre) dans la région
d’intérét « région dorsolombaire » des souris, et sur laquelle les pommades de Carthamus
caeruleus L. et de référence sont appliquées par voie topique (Bensegueni et al., 2007 ;
Dahmani et al., 2018).

Les critéres d’évaluation de 1’activité cicatrisante des racines de Carthamus caeruleus L.
sur les plaies et brilures occasionnées sont menés comme suit :

—  Suivi de I’évolution pondérale des animaux mis en expérimentation.

- Evaluation de la cicatrisation des plaies incisionnelles par le calcul de la surface de la
plaie, et les pourcentages de réduction de la surface des plaies traitées avec le produit de
référence et celles traitées avec la créme traditionnelle et la créme d’essai (Benhamou et
Fazouane, 2013).

Pourcentage de contraction de la plaie = (zone cicatrisée/surface totale) x 100
» Effet cicatrisant

Selon Dahmani et al. (2018), les pourcentages de contraction de la plaie des différents lots
indiquent une élévation chaque jour. La cicatrisation la plus rapide et la plus compléte de la
contraction de la plaie a été observée chez les animaux traités avec la pommade de Carduncelle
bleue, par rapport au produit de référence (Madécassol) et au contrble négatif. Par ailleurs,
Benhamou et Fazouane (2013) ont indiqué qu’une préparation traditionnelle des rhizomes de
Carthamus caeruleus L. avec du lait a un effet de guérison des plaies et des brdlures plus
puissant que la pommade pharmaceutique « Madécassol » pour les plaies et « Biafine » pour les
bralures.

D’apres leurs résultats, I’effet cicatrisant de la creme traditionnelle, et de leurs extraits de
Carthamus caeruleus L. s’avere plus efficace que celui du produit de référence (Madécassol). Ce
dernier est a base de saponosides (madécassoside) extraits d’une plante médicinale appelée
Centella asiatica. La majorité des études pharmacologiques ont montré que le madécassoside

stimule et régule la production de collagene indispensable a la cicatrisation des plaies
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(Brinkhaus et al., 2000). Cela permet de supposer que les saponosides existants dans Carthamus
caeruleus L. augmentent peut-étre I’action des cellules responsables de la synthése du collagéne
et la répartition de la destruction tissulaire, et stimulent le systéme pileux, dont le mécanisme
d’action responsable n’est pas établi et reste un support prometteur a confirmer par les futurs

travaux.

1.3.3 Activité antioxydante

1.3.3.1 Radicaux libres d’oxygéne et stress oxydatif

L’oxygene (O2) est un composé indispensable aux processus vitaux, a la respiration
cellulaire et a la vie en général, mais qui peut présenter, dans certaines circonstances, une forte
toxicité. 1l peut, en effet, lors des réactions radicalaires entrainer des dommages cellulaires
importants par la formation des radicaux libres trés réactifs : superoxyde, perhydroxyle,
hydroxyle, peroxyle et peroxyde d’hydrogéne qui sont regroupés sous le terme d’Especes
Réactives de I’Oxygéne (ERO) ou Reactive Oxygen Species (ROS) en anglais (Rochette, 2008).

Les radicaux libres sont des éléments chimiques, capables davoir une existence
indépendante (libre), en contenant un ou plusieurs électrons non appariés sur un orbitale
(Goudable et Favier, 1997). Dans les circonstances quotidiennes normales, de faibles niveaux
d’EOR sont indispensables en tant que médiateurs dans de nombreux processus cellulaires,
notamment la différenciation, la progression du cycle cellulaire ou l'arrét de la croissance,
I'apoptose et I'immunité (Hristozov et al., 2001). Mais dans certaines situations, et en raison
d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution et certaines pathologies comme le
diabete, le cancer, le SIDA, I’inflammation et les pathologies cardiovasculaires) ou d’une
diminution des capacités antioxydantes, un état redox de la cellule appelé « stress oxydant »
apparait (figure 8). Ce dernier est définit par 1’incapacité de 1’organisme a se défendre contre les
especes réactives de 1’oxygene suite un déséquilibre entre la production de ces espéces, et les
capacités de défense antioxydantes (Benhaoua, 2016).

Le stress oxydant peut entrainer des dysfonctionnements métaboliques graves, et des
Iésions des macromolécules biologiques et favoriser la survenue de pathologies (cancers,
maladies cardiovasculaires, maladies dégénératives), ainsi qu’un vieillissement prématuré

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 8: Origine extra et intracellulaire des radicaux libres dérivés de l'oxygene (Afonso et al.,

2007).

1.3.3.2 Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant une espéce chimique qui présente, a des faibles

concentrations par rapport a un substrat oxydant, la capacité a ralentir ou inhiber 1’oxydation de

ce dernier (lipides ou autres molécules), et le transformer en un composé plus stable (Rached,

2009). Il peut agir en supprimant les ERO, ou en empéchant leur formation, ou encore en

réparant les dommages causés par ceux-ci (Dahmani, 2019).

D N N NI N

Un bon antioxydant se devra de respecter quelques critéres (Martin et al., 2015):

Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres.

Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer.

Etre rapidement absorbé.

Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides
biologiques.

Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

Les antioxydants peuvent étre réparties en deux groupes selon leur mode d’action ; les

antioxydants enzymatiques qui sont synthétisés dans 1’organisme, et les antioxydants non

enzymatiques qui sont des piégeurs de radicaux libres dont la plupart sont apportés par

I’alimentation, et qui sont essentiellement dérivés du regne végétal (Koechlin-Ramonatxo,
2006).
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1.3.3.3 Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
par piégeage de différents radicaux, comme les peroxydes ROOe par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter), les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter), ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de [I’acide 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe
(diphenyl-picrylhydrazyle) (Popovici et al., 2010).
1.3.3.3.1 Méthode de DPPH

Le composé chimique 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (a, a-diphényl-bpicrylhydrazyle,
DPPH) fut I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques (Popovici et al., 2010). C’est un radical libre stable qui
en raison de la délocalisation d’¢lectron, présente une couleur violette foncée, et qui donne une
absorption maximale a une longueur d’onde de 517 nm (Dahmani, 2019).

Le test est basé sur la mesure de la capacité de réduction des antioxydants envers DPPHe
par spectrophotométrie UV-visible (Prior et al., 2005). En effet, en présence de molécules dites
antioxydantes, le DPPHe est transformé en sa forme réduite (diphényle picryl-hydrazine : de
couleur jaune), ce qui conduit a une diminution de 1’absorbance. La décoloration du DPPHe est
directement proportionnelle a la capacité des molécules bioactives a le réduire (Saffidine, 2015).

Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction,
notamment les conditions de la réaction ; temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type de solvants et
pH (Popovici et al., 2010).

Ce test est simple, rapide et na besoin que d'un spectrophotometre UV-Visible pour
s’effectuer. Mais aussi, qu’il n’est pas un test quantitatif ; il permet de comparer différents
extraits entre eux selon leur capacité a piéger le DPPHe (Popovici et al., 2010).
1.3.3.3.2 Méthode de FRAP

Cette méthode est basée sur la réaction chimique de réduction du Fe® présent dans le
complexe KsFe(CN)s en Fe?* (fer ferreux) en raison de la présence des réducteurs dans les
extraits de plante (Dahmani, 2019). Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune du
ferricyanure de potassium vers la couleur bleue verte dont I’intensité est en fonction du pouvoir
réducteur. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Benhaoua,
2016).

Le test FRAP est un essai simple, rapide et reproductible, peu colteux, robuste et ne

nécessite aucun équipement spécialisé. Cependant, les résultats peuvent varier énormément en
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fonction de I'échelle de temps de l'analyse. Ainsi, FRAP ne mesure en fait que la capacité de
réduction basee sur lion ferrique, qui n'est pas pertinente a lactivité antioxydante
mécaniquement et physiologiquement (Prior et al., 2005).

1.3.3.4 Effet antioxydant de Carthamus caeruleus L.

Dans I’¢tude de Baghiani et al. (2010) portée sur les polyphénols et les flavonoides
extraits de racines de Carduncelle bleue, ils ont trouvé que I’extrait de ces derniers est un
inhibiteur efficace de la xanthine oxydase, et posséde des propriétés de piégeage de radicaux
libres en raison de sa teneur élevée en acides phénoliques et en flavonoides.

Une autre étude de Saffidine (2015) sur les activités antioxydantes des extraits organiques
et aqueux issus de Carthamus caeruleus L., dans laquelle, il s’est avéré que les fractions utilisées
ont la capacité de piéger le radical DPPHe avec une ICso de 6,18 + 0,05 et 9,6 + 0,26 pg/ml pour
les fractions AcF « acétate d’éthyle feuille » et AqF « extrait aqueuse feuille », une activité

supérieure a celle du standard de référence Hydroxytoluéne butylé (BHT).

1.3.4 Activité antimicrobienne

Les plantes médicinales (comme Carthamus caeruleus L.) constituent une source de
substances bioactives pour traiter aussi bien les maladies infectieuses dans de nombreux pays du
monde. En effet, grace a leur capacité intrinseque a résister aux microorganismes pathogénes et
la large gamme d'agents antimicrobiens naturels qu’elles posseédent, les chercheurs sont menés a
étudier leurs mécanismes d'action, et d'isolement des composés actifs afin de les exploiter autant
qu’une bonne alternative aux médicaments chimiques pour le traitement de diverses maladies
infectieuses et pour faire face aux phénomeénes de résistance aux germes (Saffidine, 2013).

Le mot antimicrobien est issu des termes grecs, anti, signifiant « contre » et bios, « vie ».
C’est toute substance qui tue ou inhibe la croissance des microorganismes dont les bactéries, les
champignons, les virus ou les parasites (Chevalier et Dutil, 2012).
1.3.4.1 Les antibiotiques

Le terme « antibiotique » peut €tre restreint a la désignation d’une substance destinée a agir
sur les bactéries indésirables principalement chez les humains, et sert a inactiver ou tuer ces
microorganismes. De nombreuses molécules antibiotiques ont été synthétisées ou modifiées en
laboratoire quelle qu’en soit 1’origine, dont deux caractéristiques importantes sont nécessaires :
c’est d’étre efficace a faible dose, et d’avoir une toxicité spécifiquement dirigée envers un
groupe de microorganismes, donc, étre non toxique pour les cellules de I’hote (Chevalier et
Dutil, 2012).
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Le mode d’action des antibiotiques est connu car ils sont développés en fonction de leur
cible, ¢’est a dire de ’effet destructeur désiré (Pibiri, 2005). On les classe d’ailleurs selon leur
mécanisme de destruction de la cellule bactérienne :

a) Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne.
b) Antibiotiques inhibant la synthese de la membrane cytoplasmique.
c) Antibiotiques inhibiteurs de la synthése protéique.
d) Antibiotiques inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques et de la synthese de
L’ADN.
e) Antibiotiques agissant par inhibition compétitive.
1.3.4.2 Antimicrobiens d’origine végétale

L'effet médicinal bénéfique des matiéres végeétales résulte essentiellement des produits
secondaires présents dans la plante, et n'est généralement pas attribué a un seul composé mais a
une combinaison de métabolites (Cowan, 1999).

Les plantes ont une capacité illimitée a synthétiser des métabolites secondaires
aromatiques, dont la plupart sont des phenols ou leurs dérivés oxygéneés. Les sous-classes
importantes de ce groupe de composés comprennent les phénols, les acides phénoliques, les
quinones, les flavones, les flavonoides, flavonols, tanins et coumarines. Ces groupes de
composés présentent un effet antimicrobien et servent de mécanisme de défense des plantes
contre les microorganismes pathogenes (Das et al., 2010).

e Les flavones, les flavonoides et les flavonols: ils sont avérés in vitro d’étre des
substances antimicrobiennes efficaces contre un large éventail de microorganismes, dont
I’activité est probablement due a leur capacité a se complexer avec des protéines
extracellulaires, et avec des parois cellulaires bactériennes (Cowan, 1999).

e Lestanins : leur mode d'action antimicrobien est peut-étre lié a leur capacité a inactiver les
adhésines microbiennes, les enzymes, les protéines de transport, et de l'enveloppe
cellulaire. Par exemple, de faibles concentrations en tannin modifient la morphologie des
tubes germinatifs de Crinipellis perniciosa. (Cowan, 1999).

e Les huiles essentielles : possédent également de fortes propriétés antimicrobiennes. Il a
été signalé tot que 60% des derivés d'huiles essentielles examinées a ce jour étaient
inhibiteurs des champignons, tandis que 30% inhibent des bactéries. L’eugénol est un
représentant bien caractérisé, trouvé dans I'huile de clou de girofle, qui est consideré

comme bactériostatique contre les champignons et les bactéries (Cowan, 1999).
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e Les quinones: ont la capacité de se complexer de maniére irréversible avec les acides
aminés nucléophiles dans les protéines, ce qui conduit souvent a l'inactivation de la
protéine, et a une perte de fonction (Cowan, 1999).

1.3.4.3 Effet antimicrobien de Carthamus caeruleus L.

L’étude réalisée par Saffidine (2013) a été menée sur les racines et les feuilles de
Carthamus caeruleus L., afin d'évaluer leurs activités antimicrobiennes. Les tests de sensibilité
aux antimicrobiens ont été réalisés en utilisant des extraits a partir des deux parties de la plante,
des souches bactériennes de référence (Staphylococcus aureus et Escherichia coli), et différentes
souches d'origine clinique (comme Klebsiella pneumonia et Candida albicans, etc). L’activité
antibactérienne est évaluée in vitro en utilisant la méthode de diffusion des disques et la méthode
des microdilutions. L'activité antifongique in vitro a été testée contre des champignons
pathogenes humains (Candida albicans) et champignons phytopathogenes.

Une autre étude menée par Arroudj et Zitoune (2017), portant sur I’évaluation des
activités biologiques de Carthamus caeruleus L., a également évalué ’activité antimicrobienne
de cette plante en utilisant les mémes souches et la méthode de la précédente étude.

Les résultats de Saffidine (2013) ; Arroudj et Zitoune (2017) ont montré différentes
zones d’inhibition (figure 9) avec différents diamétres selon la souche et 1’extrait utilisé. Ceci a
indiqué une puissante activité in vitro d'extrait de racines et de feuilles contre les souches de
bactéries Gram négatives et Gram positives, ainsi que contre les champignons pathogénes. Il a
été constaté aussi que les extraits de racines étaient plus actifs que les extraits de feuilles contre

les microorganismes testés.

S. aureus

Figure 9: Zones d’inhibition données par I’extrait des rhizomes de Carthamus caeruleus L.

contre Staphylococcus aureus et Listeria innocua (Arroudj et Zitoune, 2017).

D’apres les resultats, on peut classifier la sensibilité aux différents extraits selon le

diamétre des zones d’inhibition représenté dans le tableau ci-dessous (tableau 3) :
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Tableau 3 : Estimation de la sensibilité des souches aux extraits (Moreira et al., 2005).

Diametre (mm) Activité antimicrobienne Souche
<7 Nulle Résistante
[7 & 14] Faible Sensible
[15a 19] Moyenne Tres sensible

1.4 Extraction assistée par ultrasons

Les techniques d’extraction des métabolites secondaires, comme exemple les saponines, se
divisent en deux : techniques classiques dont la maceération, la digestion, I'infusion, la décoction,
et la percolation, et techniques modernes ou innovantes, dont 1’ultrasons, micro-ondes, ou
hybride. Les différences entre ces techniques sont la conception des réacteurs, les solvants

utilisés, la durée et la température des processus (Esclapez et al., 2011).

1.4.1 Notions sur I'extraction assistée par ultrasons

L'extraction assistée par ultrasons (Ultrasound-assisted extraction (UAE) en anglais) est
une nouvelle technologie propre et écologique qui a été largement utilisée comme méthode
d'extraction efficace dans les industries alimentaires et pharmaceutiques (Esclapez et al., 2011),
afin de récupérer de diverses molécules et biomatériaux, notamment les polysaccharides, les
huiles essentielles, les protéines, les produits chimiques fins et les molécules bioactives
d'importance commerciale (Tiwari, 2015).

Les ondes sonores sont divisées en trois catégories :

= Les ondes audibles qui se situent dans la gamme de sensibilité de l'oreille de I’homme (10
Hz-20 kHz).

= Les ondes infrasoniques ayant des fréquences inférieures a la gamme audible (<16 Hz).

= Les ondes ultrasonores dont les fréquences sont supérieures a la gamme audible (>20 kHz)
et moins que les fréquences micro-ondes (jusqu'a 10 MHz) (Tiwari, 2015).

Les ultrasons sont des ondes vibratoires acoustiques et sont a I’origine de sons inaudibles
pour I’humain, car leurs fréquences sont en majorité supérieures au seuil d’audibilité de notre
oreille (0,02 kHz a 20 kHz) (Gélébart, 2016). En fonction de la fréquence, le domaine
d’application des ultrasons se differe en catégories dont acoustique sous-marine, nettoyage,
contréle non destructif par ultrasons (CND), etc (figure 10).

Dans la catégorie des ultrasons de puissance (20 kHz), deux niveaux sont distingués : ceux
de basses fréquences, allant de 16 a 100 kHz, et ceux de hautes fréquences, allant de 100 kHz a

1000 kHz. En milieu solide, les ultrasons de puissance vont produire des échauffements et une
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vibration du milieu, alors qu’en milieu liquide, ils produiront essentiellement un phénoméne de

cavitation (Chemat, 2014).

Frequence 10kHz  50kHz 100kHz  IMHz 50 MHz [00MHz ~ |GHz 1000 GHz
Longueurdonde  15¢em 1,5 em 1,5 mm Olmm  10um  10nm
:\Wllﬁm]llk‘ sous-marine usys[émes acous[iques
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E—
e
_
Acoustique médicale
EEEr=Ere|

Figure 10: Exemple de domaine d'application des ultrasons en fonction de la fréquence et de la
longueur d'onde (Gélébart, 2016).

Divers phénoménes physiques et chimiques sont responsables de I'effet ultrasonore, dont
l'agitation, les vibrations, la pression, les ondes de choc, les forces de cisaillement, les microjets,

la compression et la raréfaction, le flux acoustique, et la cavitation (Tiwari, 2015) .

1.4.2 Principe de I’extraction assistée par ultrasons

Lorsque les ultrasons se propagent a travers un milieu donné, ils induisent une série de
compressions et de raréfactions dans les molécules du milieu irradié par ces ultrasons. Ce
phénomeéne est connu sous le nom de « cavitation acoustique ». La cavitation est définie comme
une perturbation du milieu liquide sous 1’effet de contraintes excessives (Tiwari, 2015).

Dans le domaine des ultrasons, la cavitation acoustique désigne généralement la formation,
la croissance rapide (expansion) durant les cycles compression/raréfaction jusqu’a ’atteinte de
leur taille critique (figure 11) et I'implosion se produisant lors de la propagation d'une onde

ultrasonore dans un milieu liquide (Chemat et al., 2017) .
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Figure 11: L'évolution d'une bulle de cavitation lors de I’extraction par solvant assistée par
ultrasons (Gélébart, 2016).

1.4.3 Appareillage

Le dispositif est constitué d’un générateur électronique de puissance et de transducteurs
piézoélectriques. Ces transducteurs sont reliés entre eux et sont a 1’origine des ondes ultrasonores
permettant de convertir 1’énergie €lectrique en énergie mécanique. Cette vibration mécanique est
alors transmise dans le milieu liquide sous forme d’onde ultrasonore (Lambert et Chambéry,
2015). 11 existe deux différents systemes d’extraction :

a) Systeme d’extraction par sonde (contact direct)

Il s’effectue par le biais d’un sonificateur a sonde ultrasonore se composant de quatre
parties distinctes qui sont (a) le générateur, (b) le convertisseur ultrasonore, (c) la sonde
d’amplification et (d) la sonde ultrasonore (Chemat et al., 2017), et représentées dans la (figure
12.c).

b) Systeme d’extraction par bain ultrasonique

Ce type d’appareillage génere des fréquences comprises entre 20 et 60 kHz a de faibles
intensités acoustiques, généralement comprises entre 1 et 5 W.cm™. Les transducteurs peuvent
étre placés de chaque c6té du récipient d'extraction, de sorte que les ondes ultrasonores seront
transmises a travers la paroi extérieure du récipient d'extraction. Le principal avantage de cette
disposition est que les transducteurs ne sont pas en contact direct avec I'¢chantillon, mais que des
pertes importantes d'énergie acoustique se produisent dans la cuve et aux alentours (figure 12.a,
b) (Tiwari, 2015).
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Figure 12: Systémes d'extraction assistée par ultrasons : (a, b) Bains a ultrasons ; ¢) sonde
ultrasonore (Tiwari, 2015).

1.4.4 Meécanisme d’extraction assistée par ultrasons

La technique d’extraction par ultrasons repose sur le phénomene de cavitation engendré
par les pressions acoustiques. En effet, lorsque des ultrasons se propagent a travers un liquide,
les oscillations des molécules provoquent la formation des zones de compression et de
décompression créées par les ultrasons de puissance a basses fréquences (Tiwari, 2015). Ces
variations de pression créent une pression acoustique. Une fois que la pression du milieu
(pression acoustique et pression hydrostatique) descend en bas de la pression de vapeur du
liquide, un jet de bulles se crée, dite bulles de cavitation. Pendant les phases de décompression,
certaines sont relativement stables, mais d'autres se dilatent jusqu'a atteindre une taille instable et
s’effondrent violemment a la surface de la membrane végétale générant des températures
denviron 5000 K et des pressions de l'ordre de 50 MPa lors des phases de compression,
augmentant ainsi le transfert de matiére mais aussi la cinétique de I’extraction (Chemat et al.,
2017).

En présence de matériel biologique, les bulles de cavitation qui implosent a proximité de
cellules entrainent des microjets générant plusieurs effets (Chemat et al., 2017), a savoir la
rupture par cisaillement, la perturbation cellulaire et I’amincissement des membranes cellulaires.
Cette sonolyse facilite 1’extraction de molécules d’intéréts en entrainant une pénétration accrue
du solvant dans les cellules et permettant de libérer le contenu intracellulaire (figure 13)
(Gélébart, 2016). Les ondes ultrasonores facilitent également I'nydratation et le gonflement de la
matrice grace a un elargissement des pores qui augmente la diffusion du solvant dans la matrice

et accroit le transfert de masse (Tiwari, 2015).

29| Page



Chapitre | Synthése bibliographique
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Figure 13: Représentation schématique de mécanisme d’extraction par solvant assistée par
ultrasons (Esclapez et al., 2011).

1.4.5 Parametres influencant I'extraction assistée par ultrasons

Les effets sonochimiques des ultrasons dans un liquide sont attribués aux phénomeénes de
cavitation acoustique (Chemat et al., 2017). La capacité des ultrasons a provoquer cette
cavitation dépend de leurs caractéristiques, des propriétés du milieu et des conditions ambiantes
(Tiwari, 2015). Ainsi, pour une meilleure application des ultrasons, il est nécessaire de prendre
en compte l'influence de ces variables (tableau 4), les principales étant la puissance ultrasonique
appliquée, la fréquence, la température, le temps d'extraction, et I'interaction solvant-échantillon
(Chemat et al., 2017).

1.4.6 Avantages et inconveénients
a) Avantages
= Diminuer les temps d’extraction et les quantités de solvants utilisés, tout en augmentant
les rendements d’extraction et en gardant une température basse dans le milieu (Chemat,
2014).
= Les molécules thermolabiles sont ainsi préservées.
= Peut étre utilisée avec des échantillons solides ou liquides, et pour extraire des composés
organiques ou inorganigues.
» Faciliter I’extraction des composés a solubiliser via la lyse de la paroi cellulaire
(Gélébart, 2016).
b) Inconvénients
= Probléme de répétabilité et de reproductibilité lors de 1’utilisation de sonde a ultrasons.
= Risque de geneérer les radicaux libres.

= Necessite certaines compétences pour la mise en ceuvre (Gélebart, 2016)

30| Page



Chapitre |

Synthése bibliographique

Tableau 4 : Facteurs influencant I'extraction assistée par ultrasons (Tiwari, 2015)

Facteurs externes

Effets

Amplitude, intensité ou

puissance ultrasonore

Une grande amplitude provoque I'érosion des sondes,
améliore l'agitation, et réduit la formation de cavitation.
Une forte intensité peut favoriser la dégradation des

COMpOsEs extraits.

Fréquence

Les fréquences utilisées limitent la formation de bulles de
cavitation qui doivent étre sélectionnées en fonction de
I'intensité des ultrasons pour obtenir la cavitation souhaitée.

Des rendements d'extraction plus élevés sont signalés dans la

gamme de basses frequences (20-40 kHz).

Température d’extraction

Temps d’extraction

Propriétés du solvant

La température élevée favorise la perturbation de I'interaction
entre le solvant et la matrice, ainsi qu’elle améliore les taux
de diffusion des solvants.

La basse température favorise la cavitation.

Une longue durée d'extraction améliore les rendements
d'extraction, et peut induire des modifications indésirables
dans le composé extrait.

Un solvant visqueux réduit la cavitation, ainsi que la pression
de vapeur et la tension superficielle.

Le solvant volatil peut s'évaporer si l'extraction est effectuée
a une température plus élevée pendant une longue durée.

Le composé cible doit forcément étre soluble et polaire dans

le solvant d’extraction.

Matrice

Taille des particules.
Interaction solvant-matrice.

Rapport entre le solvant et la matrice.
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Chapitre Il : Mateériels et méthodes

1.1 Matériels
11.1.1 Matériel végétal

Les racines ou autrement dit « les rhizomes » de la Carduncelle bleue représentent la
matiere végétale. Ces rhizomes ont été fraichement récoltés au mois de Février 2020 dans la

région de Ain Bessem (Wilaya de Bouira) (figure 14).

Bovira

Ain Bessem

Figure 14: Lieu de récolte du matériel végétal de Carthamus caeruleus L.

11.1.2 Matériels et appareillages utilises
Les matériels et les équipements utilisés dans cette étude sont regroupés et représentés

dans le tableau 1 dans (Annexe N°1) et la figure 1 dans (Annexe N°2).

11.1.3 Réactifs et produits chimiques

Les réactifs et les produits chimiques utilisés dans cette étude sont de qualités analytiques
et les suivants : méthanol absolu, chloroforme (CHCls), hexane, eau distillée, n-butanol saturé et
insaturé (C4H9OH), chlorure de sodium (NaCl) et de potassium (KCI) fournis par Scharlau,
phosphate de potassium monobasique (KH2PO4) et phosphate de sodium dibasique
(Naz2HPOQO4-2H,0) fournis par Sigma, hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1N.
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11.2 Méthodes

11.2.1 Preparation de la poudre végétale

Les racines de la plante Carthamus caeruleus L. récoltées ont été nettoyées et lavées
plusieurs fois par I’eau distillée pour les débarrasser de la poussiere. Ensuite, coupées en rondelle
de 1 @ 2 mm de diamétre (figure 15.A), et séchées dans une étuve ventilée a 40 °C jusqu’a
I’obtention d’un poids constant. Apres séchage, les racines ont été finement broyées par le biais
d’un broyeur électrique de laboratoire afin d’obtenir une poudre fine. La poudre des rhizomes
ainsi obtenue (figure 15.B) a été tamisée avec un tamis de 500 um, puis conservée dans des

flacons en verre hermétiquement fermes, a I’abri de I’humidité et de la lumiére.

B 50 aodad 0] TS i
Figure 15: Photographie des rhizomes de Carthamus caeruleus L. : coupés en rondelle (A), en
poudre (B).

11.2.2 Délipidation et dépigmentation

L’extraction des saponines de rhizomes de Carduncelle bleue a été précédée d’une étape de
délipidation et dépigmentation afin d’éliminer les substances contaminants les saponines, en
entrainant les graisses ainsi que les substances lipophiles et les pigments. Cela a été fait par une
extraction au Soxhlet. En effet, 20 g de la poudre des rhizomes placés dans une cartouche de
cellulose ont été delipidés par 200 ml d’hexane sous reflux a 1’aide de ’appareil de Soxhlet
pendant 3 heures. La poudre récupérée a ¢été séchée a 1’air libre afin d’obtenir la poudre
d’intérét ; poudre dégraissée et dépigmentée.
11.2.3 Préparation des extraits saponosidiques

Pour extraire les saponines de la poudre dégraissée du rhizome de Carthamus caeruleus L.,
nous avons opté un protocole subdivisé en 3 parties suivantes :
11.2.3.1 Extraction par solvant assistée par ultrasons

La teneur totale en saponines de la poudre dégraissée a été extraite par ultrasons dans les
conditions optimales suivantes :

v Temps d'extraction (min) : 24 minutes.
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v" Température d'extraction (°C) : 50 °C.
v Rapport poudre/solvant (g/ml) : 1/24,5 g/ml.
v Concentration en méthanol (%) : 78 % de méthanol (v/v).

Une masse de 4 g de la poudre délipidée a été dissoute dans 98 ml de méthanol (78%). La
solution obtenue a été par la suite placée dans un bain a ultrasons a une température de 50 °C
pendant 24 minutes. Cette opération a été repétée 3 fois (3 essais) pour avoir 3 extraits
méthanoliques. Les extraits obtenus ont été filtrés sur un papier filtre de Whatman n°4. Les
filtrats obtenus ont été concentrés a 1’étuve ventilée a 40 °C jusqu'a ce que le solvant méthanol
soit évaporé dont le volume final de I'extrait aqueux est 22 ml (figure 16.a). Les extraits aqueux
ont éteé centrifugés a 3000 tours/minute pendant 10 minutes pour éliminer les culots (figure 16.b)

contenant les matiéres insolubles dans I'eau et récupérer les surnageants.

Figure 16: Photographie des extraits méthanoliques obtenus aprés extraction par solvant assistée

par ultrasons : a) avant la concentration ; b) I’extrait méthanolique 3 apres centrifugation.

11.2.3.2 Extraction liquide-liquide

Cette étape est considérée comme une étape de purification et d’isolement des saponines.
L’extraction liquide-liquide a été réalisée pour les trois surnageants récupérés (extraits aqueux)
en utilisant deux solvants d’extraction, il s’agit de chloroforme et n-butanol saturé. Le volume de
solvant a ajouter pour I’extraction était équivalent a celui des surnageants (22 ml pour I’extrait
01, 20 ml pour I’extrait 02 et 25 ml pour I’extrait 03).

> Préparation de n-butanol saturé (CsHsOH)

Le n-butanol a été préparé dans I’ampoule a décanter en ajoutant 100 ml de butanol
insaturé avec 100 ml d’eau distillée, suivie d’une agitation et dégazage de I’ampoule. Ensuite, les
phases ont été séparées puis récupérees en enlevant le bouchon. La phase organique (phase
supérieure) a été récupérée par la suite dans un flacon en éliminant la phase aqueuse (la plus

dense).
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a) Extraction par le chloroforme

e Le volume de la solution a extraire ainsi que celui de chloroforme ont été introduits dans
une ampoule a décanter. Aprés avoir fermé, elle a été agitée et dégazée, ensuite déposée
sur le support et laisser décanter les phases (se séparer).

e La phase aqueuse la moins dense a été récupérée dans un flacon en enlevant le bouchon
et éliminant la phase organique la plus dense, il s’agit de chloroforme (figure 17.a).

NB : ces étapes ont été répétees trois fois, et a chaque fois la phase organique est éliminée et la
phase aqueuse est récupéreée.

b) Extraction par le n-butanol saturé

e Les extraits agueux obtenus précédemment et le n-butanol saturé ont été introduits dans
I’ampoule a décanter (bouchée).

e Aprés agitation et dégazage, les extraits aqueux ont été récupérés pour une deuxiéme
extraction, tandis que les extraits butanoliques ont été récupérés dans un flacon.

e Aprés la deuxieme extraction, les extraits butanoliques obtenus (phases supérieures) ont
été recupéres (figure 17.b) dans le flacon précédent, alors que les extraits aqueux ont été
récupérés dans un autre flacon.

e Les extraits obtenus ont été versés dans des boites de pétri pesées précédemment a vide.
Ces derniéres ont été mises dans 1’étuve ventilée a 40 °C jusqu’a 1’évaporation totale de
n-butanol saturé.

NB : pour chaque extrait on a mis 3 boites de Pétri.

1 }
E organique ]
I (chloroforme)

Figure 17: Photographie de I’extraction liquide-liquide des saponines a partir des rhizomes de

Carthamus caeruleus L.: (a) extraction par chloroforme ; (b) extraction par n-butanol.
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11.2.3.3 Rendement d’extraction des saponines
Aprés 1’évaporation compléte de n-butanol, les boites de pétri ont été récupérées et pesées

chacune seule. Le rendement d’extraction des saponines a été calculé par la formule suivante :

R (%) = (M%SM") x 100

Avec :
R (%) : Rendement d’extraction (%), Mo : Masse de la boite vide (g), M1 : Masse de la boite

apres évaporation (g), Ms: Masse de la matiére séche (g).

11.2.3.4 Solvatation et dissolution des extraits secs
Pour la réalisation de cette étape, nous avons préparé une solution de PBS. En effet, il
s’agit d’un mélange de 0,8181 g de NaCl, 0,0201 g de KCl, 0,0204 g de KH2POy4, et 0,1441 g de
Na;HPO4.2H20, dissous dans 100 ml d’eau distillé. Ensuite, le pH a été ajusté jusqu’a 7,4 par le
NaOH a 0,1N.
Les extraits secs obtenus ont été dissous et solubilisés avec différentes solutions dont la
concentration est 10 mg/ml :
> Extrait 01 a été solubilisé avec le méthanol (78%).
» Extrait 02 a été solubilisé avec le PBS.
> Extrait 03 a été solubiliseé avec I’cau distillée.
Apres solubilisation, les extraits obtenus ont été versés dans des flacons ambrés en verre
puis conserves par congélation.
11.2.4 Détection des saponines
Pour confirmer la présence des saponines dans nos extraits, nous avons opté le test de
détection décrit par OMS (1998) avec quelques modifications. Un volume de 2 ml de chaque
extrait butanolique a été introduit dans un tube a essai et dilué avec 5 ml de I’eau distillée. Par la
suite, les tubes ont été agités vigoureusement pendant 15 secondes dans le sens de la longueur

puis laisser reposer environ 5 a 20 minutes.

36|Page



Chapitre 11 Matériels et méthodes

Matériel végétal (rhizomes)

= Nettoyage et lavage
= Découpage
= Séchage, broyage et tamisage

Préparation de la poudre

Poudre végétale

= Par Soxhlet pendant 3h
Délipidation et dépigmentation = 20 g de poudre /200 ml d’hexane
v " Séchage
Extraction par solvant assistée par = 4 g /98 ml de méthanol (78 %)
ultrasons (3 essais) v " 50°C/24 min

Extrait méthanolique

(Papier Whatman n°4) | Filtration || Concentration de filtrat i (Etuve ventilée a 40 °C)

Extraits aqueux

Centrifugation (3000 tr/10 min)

m Surnageant

i - = 03 fois par chloroforme
Extraction liquide-liquide | |= 02 fois par n-butanol saturé

Extrait aqueux | < Extrait butanolique

Evaporation

Extrait sec des saponines

(Etuve ventilée a 40 °C)
Solubilisation

Par eau distillée Par PBS Par méthanol a 78%

(Extrait 03) (Extrait 02) (Extrait 01)

Figure 18 : Schéma récapitulatif du protocole général d’extraction par solvant des saponines a

partir des rhizomes de Carthamus caeruleus L.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Ce chapitre est consacré a la présentation et la discussion des résultats d’extraction des
saponines a partir de la poudre des rhizomes de Carthamus caeruleus L. par ultrasons en suivant

notre protocole, et d’identification des saponines dans nos extraits.

I11.1 Rendement d’extraction

Le rendement des extraits saponosidiques obtenus aprés évaporation a été déterminé par
rapport a 4 g de la poudre végétale (matiére séche) pour chaque extrait. Le poids des extraits secs
de saponines a été calculé en faisant la différence entre le poids des boites apres évaporation et

celui des boites vides. Les résultats sont représentés dans le tableau ci-dessous (tableau 5).

Tableau 5 : Masses des extraits secs de saponines et le rendement d'extraction a partir de

rhizomes de Carthamus caeruleus L.

Masse de ’extrait ~ Rendement (%) Rendement (Moyenne +
sec () écart-type) (%)

Extrait 1 0,13 3,25
Extrait 2 0,09 2,25 3,42 + 1,258
Extrait 3 0,19 4,75

D’apres les résultats obtenus représentés dans le tableau 5, il ressort que le rendement
d’extraction est de 3,42 + 1,258% de saponine dans 4 g de la poudre végétale.

Les résultats rapportés par Gaci et Lahiani (2017) concernant le rendement d’extraction
des saponines a partir des rhizomes de Carthamus caeruleus L. était de 0,44%, valeur tres
inférieure a nos résultats de la présente étude.

Arroudj et Zitoune (2017) rapportent dans leur étude sur 1’évaluation des activités
biologiques de Carthamus caeruleus L. que le rendement d’extraction des extraits éthanoliques
par Soxhlet était de 3,17 + 0,17% et qui est proche a celui obtenu par Ferhat et Belhadi (2016)
avec 3,1%, mais inférieur a celui obtenu dans notre travail (3,42 = 1,258%). Une étude
phytochimique menée par Laurengon (2013) sur Solidago virgaurea, une plante de la famille
des Astéracées a demontré que le taux de saponines dans la matiére séche varie entre 0 et 4,36 +
0,52% selon la population considérée confortant ainsi nos résultats.

Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement d’extraction varie en fonction de la méthode et les conditions dans lesquelles
I’extraction a été effectuée, de 1’espéce et ’origine géographique de la plante, des conditions
climatiques, de la durée du stockage et la période de récolte. De plus, d’autres parametres

peuvent influencer le rendement d’extraction, dont :
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I11.1.1 Matrice et rapport biomasse/solvant

Le prétraitement, la conservation et le stockage de la matrice est important et peut avoir un
impact sur l'efficacité d'extraction (Esclapez et al., 2011). Ainsi, les rendements d'extraction
peuvent également varier en raison de la structure, des différences de composition de la matiére
végétale qui entraineront différents degrés d'impacts des effets de cavitation (Chemat et al.,
2017).

De plus, les extractions par ultrasons dépendent de ratio matiére premiére/solvant ; au fur
et a mesure que ce ratio augmentait, les rendements augmentaient.

En effet, les résultats obtenus par 1’étude de Gaete-Garretdn et al. (2011) portant sur
I’extraction améliorée par ultrasons des principes bioactifs de Quillaja saponaria Molina,
confirment cette relation de dépendance entre ce rapport et la quantité de saponines extraites,
dont une concentration de (78%) a été obtenue pour un ratio 1/15. Cette derniere a été plus
élevée a celles obtenues pour les autres ratios utilisés (1/6 et 1/10). Il a été rapporté que cet effet
est peut-étre produit car le faible rapport matiere premiére / solvant favorise la cavitation et
I'exposition des matieres au champ de cavitation.

Pour les extractions assistées par ultrasons, un autre parameétre entre en jeu et peut limiter
I’effet du ratio et ’efficacité de 1’extraction, il s’agit de champ d’action et la distance critique de
la propagation des ondes ultrasoniques dans le milieu liquide. Ainsi, un grand ratio
solvant/biomasse équivaut a une grande distance qui sépare la biomasse du champ d’action des
ultrasons (Nait Sidi Ahmed, 2012).

111.1.2 Interaction solvant-échantillon

Il convient d'examiner attentivement le choix d'un solvant approprié, car le solvant optimal
pour les extractions traditionnelles n'est peut-étre pas le meilleur pour I’extraction assistée par
ultrasons. Le choix du solvant est généralement basé sur I'obtention d'une affinité moléculaire
élevée entre le solvant et le soluté, mais les facteurs affectant la cavitation, tels que la pression de
vapeur du solvant ou la tension de surface, doivent également étre pris en compte. A des
pressions de vapeur élevées, le solvant volatilisé pénétre plus facilement dans les bulles de
cavitation, amortissant leur effondrement. Le rendement d'extraction peut également étre
influence par la taille des particules, car I'extraction est liée a la surface exposée et a la longueur

du trajet que les molécules doivent parcourir (Esclapez et al., 2011).

111.1.3 Température

Habituellement, l'augmentation de la température conduit a une augmentation du
rendement d'extraction. Dans le cas des extractions assistées par ultrasons, certains auteurs,
certains auteurs comme Schooley et Reynolds (1998) rapportent un effet bénéfique de

I'élévation de la température de 20 °C a 70 °C par rapport a d’autres extractions, ceci conforte
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I’effet de la température de notre travail (50 °C). Ils ont trouvé que la teneur en gypénoside
(saponine) extraits des racines de ginseng « Panax ginseng » augmente a une température plus
élevée. Cet effet a été justifié par une augmentation du nombre de bulles de cavitation et une plus
grande surface de contact solide-solvant, des améliorations de la diffusivité du solvant, et de la
solubilité des composés d'intérét. Cependant, cet effet est diminué lorsque la température est
proche du point d’ébullition du solvant (Chemat et al., 2017). Ainsi que d’autres rapportent un
effet bénéfique de la basse température (inférieure a 30 °C), comme celle d'extraction par
ultrasons des saponines Quillaja saponaria qui a été constamment maintenue a 20 °C avec un
bon rendement d’extraction (Gaete-Garreton et al., 2011).

De plus, la cavitation peut étre réduite a des températures d'extraction plus élevées car les
vides sont remplis de vapeurs de solvants, ce qui entraine un effondrement moins violent
(Chemat et al., 2017). Ainsi, a basse température, la pression de vapeur du solvant est faible et
permet aux bulles de cavitation de s'effondrer violemment (Tiwari, 2015). Par conséquent, un
contrdle de la température est nécessaire pour éviter la dégradation des composés thermolabiles.

111.1.4 Solvant

Le choix du solvant dans I’extraction assistée par ultrasons est déterminé par la solubilité
des métabolites cibles mais aussi par des parametres physiques tels que la viscosité, la tension de
surface et la pression de vapeur du solvant. Ces parametres physiques vont affecter le
phénomeéne de cavitation acoustique (Chemat et al., 2017).

Une augmentation de la viscosité ou la tension superficielle, induit une augmentation de
ces interactions moléculaires, ce qui augmente considérablement le seuil de cavitation. En effet,
plus la viscosité de solvant augmente, plus la résistance de I'échantillon au mouvement du
dispositif a ultrasons augmente. Il est donc conseillé d'utiliser une intensité (ou une amplitude)
élevée afin d'obtenir les vibrations mécaniques nécessaires entrainant la cavitation. Un solvant a
faible pression de vapeur est préférable aux extractions assistées par ultrasons, car I'effondrement
de la bulle de cavitation est plus intense que pour les solvants a forte pression de vapeur
(Chemat et al., 2017).

En effet, La différence de polarité des solvants utilisés permet 1’extraction d’une large
gamme de métabolites secondaires ; les solvants polaires montrent un meilleur rendement
d’extraction par rapport aux solvants moins polaires (Chemat et al., 2017).

Selon 1’étude menée par Saffidine (2015) sur les flavonoides extraits de Carthamus
caeruleus L. et de Plantago major L, il a été constaté qu’en comparant un mélange hydro-
éthanolique, et un mélange méthanol-eau, ce dernier s’est avéré d’étre un trés bon solvant et

facilite 1’évaporation pour les extraits de racine de Carthamus caeruleus L.
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D’autre étude de Wu et al. (2001) sur l'extraction de saponine du ginseng assistée par
ultrasons et par Soxhlet a l'aide de n-butanol saturé en eau a donné des rendements en
ginsénosides plus ¢élevés que le méthanol pur et le méthanol a 10%, ceci conforte 1’utilisation de

n-butanol saturé dans notre travail afin de récupérer les saponines de C. caeruleus.

111.1.5 Temps d’extraction

Le temps de contact entre les deux phases est aussi I’'un des paramétres importants et
influencant sur le rendement d’extraction. En effet, selon les résultats de Rakotoarison Vony
(2019) sur I’optimisation des extractions de saponines & partir des feuilles de Clidemia hirta
L.D.Don, il s’est avéré que le rendement d’extraction s’est amélioré en prolongeant la durée
d’extraction a 50 minutes.

De plus, I’é¢tude de Gaete-Garretdn et al. (2011) portant sur I’extraction améliorée par
ultrasons des principes bioactifs de Quillaja saponaria Molina a constaté que les rendements
d’extraction des saponines ont augment¢ d’une maniere significative avec une période de
sonication de 10 & 30 min, ce qui conforte avec l’utilisation de 24 minutes comme temps
d’extraction des saponines de C. caeruleus dans notre étude.

Il est nécessaire de maitriser ce parametre car il est étroitement lié a la cinétique de
I’extraction. La connaissance de la cinétique permettra d’arréter 1’extraction lorsque le

rendement souhaité est atteint et de ne pas continuer I’opération au-dela (Chemat et al., 2017).

I111.1.6 Pression acoustique

Le phénomene de cavitation est favorisé lorsque la pression acoustique est élevée. En effet,
il existe une relation directe entre I’intensité des ultrasons, 1’amplitude des ondes sonores et la
pression acoustique. De ce fait, plus I’amplitude des ondes acoustiques est grande, plus
I’intensité des ultrasons sera ¢élevée, plus facilement la cavitation pourra se faire et meilleure sera
la cinétique de I’extraction par ultrasons (Nait Sidi Ahmed, 2012).

D’aprés les résultats de 1’étude de Gaete-Garretdn et al. (2011) citée précédemment,
I’amélioration de processus d’extraction a été constatée lorsqu’une augmentation de la puissance
acoustique jusqu’a 30 W a été appliquée. Hors que pour une puissance inférieure a 5 W, aucune

amélioration de cavitation n’a été remarquée.

I11.1.7 Fréquence

Plus la fréquence est basse, plus la bulle de cavitation est grande. Ainsi, les fréquences plus
basses des ultrasons de haute puissance (environ 20 kHz) permettent d'obtenir des implosions de
bulles plus violentes et, par conséquent, sont plus efficaces dans les processus d'extraction.
L'effet de fréquence peut étre lié non seulement a la taille de la bulle de cavitation mais aussi a
son influence sur les résistances externes et internes au transfert de masse (Esclapez et al.,
2011).
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111.2 Identification des saponines

Les résultats de la détection et I’identification de la présence des saponines sont

représentés dans la figure ci-dessous (figure 19).

Selon OMS (1998) ; Haddouchi et al. (2016), le test est positif, si la hauteur de la mousse
est supérieure a 1 cm. Ce qui conforme a nos résultats obtenus dans la présente étude dans
laquelle 1’apparition d’une mousse persistante est clairement constatée. Ceci révele la présence
de saponines qui sont caractérisées par leurs propriétés tensioactives.

Les résultats de la présente étude sont en accord avec ceux trouvés par Benhamou et
Fazouane (2013) ; Dahmani et al. (2018) ayant signalés dans leurs études sur les tests
phytochimiques réalises sur les extraits de rhizomes de Carthamus caeruleus L. (récoltés a
Boumerdes et a Tizi-Ouzou, respectivement) la richesse de ces derniers en saponosides et

d’autres métabolites secondaires.

Mousse
persistante

Figure 19 : Photographie des résultats de test d'identification des saponines a partir des rhizomes

de Carthamus caeruleus L.
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En plus de ces expériences réalisées, il était prévu d’évaluer différentes activités
biologiques de Carthamus caeruleus L. tel que I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, de
méme 1’activité cicatrisante et anticoagulante en utilisant nos extraits contenant les saponines.
Ceci a pour but de prouver les vertus médicinales importantes de cette plante rapportés dans la
littérature, ainsi pour valoriser I'utilisation des saponines autant que métabolites secondaires
présentant plusieurs activités impressionnantes mentionnées auparavant dans le chapitre I, mais
qui ne sont pas encore étudiées pour Carthamus caeruleus L.

Malheureusement, nous avons réalisé qu’environ 20% de notre objectif vu la pandémie de
COVID-19 qui a obstrué le monde, et a cause de laquelle nous n’avons pas pu continuer et

finaliser nos travaux.
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Conclusion

Les végétaux notamment les plantes médicinales ont sans doute une importance
particuliere comme source de molécules bioactives ayant une grande valeur pharmaceutique
et des propriétes therapeutiques pour la santé humaine. Parmi ces plantes, Carthamus
caeruleus L. qui est tres utilisée en médecine traditionnelle algérienne vis-a-vis de plusieurs
maladies pour leurs vertus thérapeutiques, principalement dans les cas de brdlures.

A cet effet, notre étude avait pour objectif d’extraire les saponines a partir des rhizomes
de Carthamus caeruleus L. et d’évaluer in vitro leur pouvoir anti-inflammatoire,
anticoagulant, antioxydant, et in vivo I’effet cicatrisant de pommades préparées a base des
extraits saponosidiques. Malheureusement en raison de COVID-19, seulement 1’objectif
d’extraction est atteint et qui nous avons pu le réaliser en utilisant une technologie verte.

Dans cette étude les extraits saponosidiques de rhizome de Carthamus caeruleus L. ont
été obtenus apres une série d’extraction ; par solvant assistée par ultrasons au méthanol a
78%, suivie d’une extraction liquide-liquide par le chloroforme, et n-butanol saturé, un bon
solvant d’extraction des saponines.

En effet, les extraits obtenus ont montré la présence d’une mousse persistante exprimant
la présence des saponines apres le test d’identification. De plus, notre plante a montré un
rendement de 3,42 + 1,258% de saponine dans 4 g de poudre végétale.

Les résultats obtenus dans cette étude sont intéressants mais insuffisants. Pour cela, des
expériences et des études complémentaires sont nécessaires afin d’évaluer les activités de
Carthamus caeruleus L. sur les extraits de saponines qui ne sont pas encore étudiées et
réalisees, de valoriser leurs utilisations autant que metabolites secondaires présentant
plusieurs activités impressionnantes, et de les exploiter comme un traitement éventuel et

alternatif dans 1’avenir.
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Annexe N°1
Tableau 1 : Matériels et appareillages utilisés.
Matériels
Verreries Autres
- Ampoule a décanter - Micropipette réglable
- Béchers - Papier aluminium
- Boites de Pétri - Papier filtre Whatman n°4
- Eprouvette graduée - Pissette
- Erlenmeyer - Spatule
- Flacons - Tubes coniques
Appareillages
Appareil Marque
- Soxhlet - BEHROTEST (R104S)
- Etuve ventilée - Venticell
- Centrifugeuse - EZ Swing 3K
- Bain a ultrasons - JP Selecta (Ultrasons-HD, 40 kHz)
- Balance analytique - OHAUS (pionner)
- pH metre de paillasse - Mettler Toledo (FiveEasy F20-Standard)
Annexe N°2

L \L L1, L]
SPEEDX100 TIME
®

wing 3K

Centrifugeuse Bain a ultrasons



Annexes

Appareil de Soxhlet

pH métre de paillasse

Figure 1 : Photographies des appareillages utilises.



Résumé

Les racines ou autrement dit les rhizomes de Carthamus caeruleus L. ont été utilisées
par la population du nord de I'Algérie pour traiter plusieurs états pathologiques, notamment la
cicatrisation des plaies et la pousse des cheveux. Les criblages phytochimiques effectués sur
ces racines ont montré une richesse en métabolites secondaires tel que les saponines. Le
présent travail s’intéresse a ’extraction des saponines a partir des rhizomes de Carduncelle
bleue, afin d’évaluer certaines activités biologiques attribuées a cette plante, a savoir l'activité
anti-inflammatoire, anticoagulante, antioxydante, le potentiel de cicatrisation des plaies et
I'activité favorisant la pousse des cheveux. Les saponines ont été extraites en utilisant une
extraction par solvant assistée par ultrasons au méthanol (78%), suivie d’une extraction
liquide-liquide au chloroforme et au n-butanol. La présence des saponines a été détectée par le
test de la mousse, et I'évaluation des activités biologiques n'a pas été réalisée a cause de 1’arrét
de travail suite a la pandémie mondiale COVID-19. Le rendement d’extraction a été de 3,42 +
1,258% de saponine dans 4 g de poudre végétale, tandis que le résultat de test d’identification
des saponines a ¢été caractéris¢é par ’apparition d’une mousse persistante, stable et
superficielle de 1 cm de hauteur. D’aprés la littérature et nos résultats, Carthamus caeruleus
L. pourrait étre évalué comme un point de départ pour des investigations ultérieures.

Mots clés: Carthamus caeruleus L., Carduncelle bleue, rhizomes, saponine, activités
biologiques, Extraction assistée par ultrasons.

Abstract

Blue thistle roots have been used by the Northern Algerian population to treat several
pathological conditions, including wound healing and hair growth. The phytochemical
screening carried out on these roots showed a richness of secondary metabolites such as
saponins. This work is interested in the extraction of saponins from the roots of Carthamus
caeruleus L., to evaluate certain biological activities attributed to this plant, like the anti-
inflammatory, anticoagulant, antioxidant activity, the wound-healing potential, and hair
growth promoting. The saponins were extracted using ultrasonic-assisted extraction (UAE) in
methanol (78%), followed by liquid-liquid extraction with chloroform then n-butanol. The
presence of saponins was detected by the foam test, and the evaluation of biological activities
was not carried out due to the international pandemic COVID-19. The extraction yield was
3.42 = 1.258% in 4 g of powder, while the result of the saponin identification test was
characterized by the appearance of a persistent, stable and superficial foam with a high of 1
cm. According to the literature and our results, Blue thistle could be evaluated as a starting
point for further investigations.

Keywords: Carthamus caeruleus L., Blue thistle, roots, saponin, biological activities,
Ultrasound-assisted extraction (UAE).
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