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Résumé

Les plantes médicinales constituent une source immense de molécules bioactives,
dotées de nombreuses activités.

Dans cette étude théorique on a défini les plantes médicinales en général, la
phytothérapie, l'utilisation des plantes médicinales, les principes actifs des plantes
médicinales et leurs formules chimiques et les différents modes d’extractions des principes
actifs.

On a également présenté les différentes méthodes utilisées pour I’évaluation des
activités biologiques des extraits des plantes médicinales: activité antioxydante,activité anti-
inflammatoire, activité antimicrobienne, activité  anticancéreuse,activité antiulcéreuse,
activité antidiabétique.

Les principes actifs possedent diverses activités biologiques et jouent un réle reconnu
dans le maintien d’un bon état de santé.

Mots-clés: Plantes meédicinales ,phytothérapie, principes actifs, modes d’extractions,

évaluation d’activités biologiques.



Abstract

Medicinal plants are an immense source of bioactive molecules, endowed with
numerous activities

In this the oreticalstudy, medicinal plants in general, Phytotherapy , the use of
medicinal plants, the active principles of medicinal plants and their chemical formulas and the
different modes of extraction of the active principles have been defined.

The differentmethodsused for the evaluation of the biologicalactivities of medicinal
plant extractswerealsopresented: antioxidantactivity, anti-inflammatoryactivity,
antimicrobialactivity, anticanceractivity, antiulceractivity, antidiabeticactivity.

The active molecules have variousbiologicalactivities and play a recognizedrole in
maintaining a good state of health.

Keywords: Medicinal plants, herbalmedicine, active molecules, extraction methods,

evaluation of biologicalactivities.
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Introduction générale

Introduction

Les plantes médicinales ont été utilisées comme une source importante de médicaments
pour des milliers d'années de I'histoire humaine, et méme aujourd'hui, elles constituent la base
des pratiques systématiques de la médecine traditionnelle pendant plusieurs siecles dans le
monde entier (Pan et al., 2009). L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des
plantes pour le traitement de toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec
I’histoire de ’humanité (Gurib-fakim, 2006). En effet, il existe environ 500.000 especes de
plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés médicinales (Benkhnigue, 2011).

En Afrique, ou les médicaments a base de plantes sont toujours utilisés par de
nombreuses populations pour des soins sanitaires, le pouvoir thérapeutique des plantes était
connu de fagcon empirique (Koffi et al., 2009).

La flore Algerienne, avec ses différentes espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques, reste tres peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur le plan
pharmacologique (Merzoug, 2009). L'abondance en principes actifs confere a la plante des
propriétés pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications
thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en tradithérapie (Konkonet al., 2006).

Les vertus medicinales et thérapeutiques des plantes sont dues a leur richesse en
métabolites secondaires dits principes actifs qui agissent directement sur I'organisme (Faraget
al., 1989 ; Bulduk, 2004 ; Al-Gabbiesh, 2015). Les recherches récentes sur les métabolites
secondaires sont tres poussees, particulierement dans les domaines de la phytothérapie et de
I’hygiéne alimentaire, en raison de leurs diverses propriétés biologiques : antioxydant,
antimicrobiennes, hypoglycémiante, anti-inflammatoires...etc. (Leong et Shui.,, 2002). En
outre, ces metabolites peuvent avoir des effets physiologiques favorables dans la prévention
des cancers et de nombreuses maladies chroniques, tels que les maladies cardiovasculaires
(Middleton et al., 2000 ; Raja et Sreenivasulu., 2015).

L’objectif de notre travail est de présenter les stratégies d'évaluation des effets
thérapeutiques des plantes médicinales in vitro et in vivo.
Notre étude théorique englobe quatre parties :

e Partie | : Généralité sur les plantes médicinales
e Partie 11 : Principes actifs des plantes médicinales
e Partie 111 : Extraction des principes actifs (préparation des différents extrais)

e Partie IV : Evaluation des activités biologiques des plantes médicinales.
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Chapitre I: généralités

1. Généralités

Depuis longtemps, I’homme utilise les plantes trouvées dans la nature pour traiter et
soigner des maladies (Sanago, 2006), L’utilisation des plantes en phytothérapie est une
technique trés ancienne et connait actuellement une région d’intérét auprés du public, selon
’organisation mondiale de la santé (O.M.S, 2003) environ 65- 80% de la population mondiale
a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en
raison de la pauvreté et du manque d’acces & la médicine moderne (Maetal., 1997).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiére premiére pour la
synthese de meédicaments ou comme modéle pour les composés pharmacologique (Ameenah,
2006).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent 70%des médicaments, environ 170000
molécules bioactives ont été identifiées a partir de plante (Chaabi, 2008).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour ’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires.

Plus de 80 % des populations Africaine ont recours a la médicine et a la pharmacopée
traditionnelle pour faire face aux problemes de santé, le continent africain regroupe des
plantes médicinales tres diversifiées. En effet sur les 300.000 especes végetales recensées sur
la planéte, plus de 200.000 espéces vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus
médicinales. Les plantes médicinales demeurent encore une source de soins médicaux dans
les pays en voie de développement en 1’absence d’un systéme médicinale moderne(Salhiet al.,
2010).

1.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances
pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de
drogues utiles.

Le groupe consultatif de I'OMS qui a formulé cette définition affirme également qu'une
telle description permet de distinguer les plantes médicinales dont les propriétés
thérapeutiques et les composants ont été établis scientifiquement des plantes considérées

comme médicinales.
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1.2. La phytothérapie
Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et
«therapein» qui signifie « soigner ».
La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes
actifs naturels (Sebai et Boudali, 2012).Nous pouvons la répartie en trois types de pratiques:
e Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basée sur I'utilisation des plantes
selon les vertus découvertes empiriqguement.
e Une pratique basée sur les avancées et les preuves scientifiques, qui recherchent des
principes actifs extraits des plantes.
eUne pratique de prophylaxie, déja utilisée dans l'antiquité. L’homme est déja
phytothérapeute sans le savoir: c'est notamment le cas dans la cuisine, avec l'usage
d’Ail, du Thym, du Gingembre ou simplement du Thé vert ; une alimentation équilibrée
et contenant certains eléments actifs etant une phytothérapie prophylactique
(Boumediou et Addoun, 2017).

2 .Origine des plantes médicinales

Elle porte sur deux origines a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites
"sauvages" ou "de cueillette”, puis en second les plantes cultivées (Chabrier, 2010).

2.1. Les Plantes spontanees

Beaucoup de plantes médicinales importantes se rencontrent encore a 1’état sauvage.
Les plantes spontanées représentent encore aujourd’hui un pourcentage notable du marché,
Leur répartition dépend du sol et surtout du biotope (humidité, vent, température et 1’intensité
de la lumicre... etc).

Dans certain cas, certaines plantes se développent dans des conditions éloignées de leur
habitat naturel (naturel ou introduite). Dans ce cas leur degré de développement en est
modifié, ainsi que leur teneur en principes actifs (Chabrier, 2010).

2.2. Les Plantes cultivées

Pour I’approvisionnement de marché des plantes médicinales et la protection de la
biodiversité floristique, le reboisement des plantes médicinales est indispensable:

e Disponibilité des plantes sans besoin d’aller dans la forét pour détruire les especes
sauvages.

e Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.

e Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantité

voulue.



Chapitre I: généralités

o Disponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition

dans la nature.

e Controle plus facile de la qualité, de la sécurité et de la propreté des plantes.

La teneur en principes actifs d’une plante médicinale varie avec 1’organe considéré,
mais aussi avec 1’age de la plante, I’époque de I’année et I’heure de la journée. Il y a donc une
grande variabilité dont il faut tenir compte pour récolter au moment le plus opportun
(Bouacherine et Benrabia, 2017).

3. Conditions optimales pour le meilleur des plantes

3.1. La récolte

Chaque partie de la plante concentre le maximum de principes actif a une période

précise de 1’année, a I’laquelle il s’agit de faire la récolte.

Le bon moment de cueillette peut varier selon [I’altitude, particulicrement les périodes

de floraison (Bouziane, 2017).
3.2. Le séchage

» Le séchage, qui élimine la majeure partic de I’eau d’une plante, doit étre commencé

sitdt la récolte terminée et réalisé avec soin.

» Ne mélange pas I’espéce et les différents partis de la plante, commencez par faire
sécher la plante quelques heures au soleil, avant de la mettre a 1’abri dans un locale sec et

bien aéré.
» Lavez et brossez avec soin les racines, puis coupez-les, encore fraiches, en morceau ou
en trongons de 1 cm environ.

> Brassez les plantes une fois par jour pour les aérer.

» Ladurée de sechage varie de quelque jour a 15 jour, mais ne dépasser pas le cap des 3
semaines afin d’éviter tout dépdt de poussiere sur les plantes. Ecorces et les racines sont
les plus longe a sécher; le bon degré de séchage est atteint lorsque les feuilles et les fleurs

sont rigides, mais non cassantes ou toucher (figure let 2) (Meddour et al., 2009).
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Figure 1 : Séchage des plantes (Lkhoumsiet al, 2009).

Figure 2: Séchage a tige.

3.3 .Conservation et stockage

Les plantes aromatiques et médicinales sont conservées a l'abri de la lumiére, air et au
sec dans des récipients en porcelaine, faience ou verre teinté, boites sec en fer blanc, sacs en
papier ou des caisses. Cette technique est nécessaire pour les plantes qui subissent des
transformations chimiques sous l'influence des ultraviolets. Les plantes riches en produits
volatiles et qui s'oxydent rapidement sont conservées dans un milieu étanche (Djeddi, 2012 ;
Delille, 2013).
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Figure 3:La conservation des plantes dans un papier carton.

4. Utilisation des plantes médicinales

4.1. Avantages et efficacité de la phytothérapie

- De nombreuses études scientifiques relatent les effets bénéfiques des plantes, parfois méme
supérieurs aux médicaments, et ce dans les plus grandes revues médicales.

- La phytothérapie couvre un tres large champ de maladies et 1’industrie pharmaceutique
utilise de nombreux principes actifs végétaux pour traiter toutes sortes de maladies. Par
exemple le taxol (molécule utilisée pour le traitement du cancer) (Isrin ,2001 ; Gayet ,2013).

- Les plantes médicinales sont beaucoup moins cheres que les médicaments de synthése et,
accessible pour tout le monde et ne nécessite pas d’obtenir une ordonnance

- La phytothérapie peut étre utilisée comme un moyen de prévention , Ainsi que le corps
humain est mieux adapté a un traitement a base de plantes qu’a une thérapie essenticllement
chimique.

- La production des plantes est trés peu polluante contrairement aux médicaments chimiques.
(Grunwald, 2006).

4.2. Inconvénients et limites d’utilisations de la phytothérapie

- Il est particulierement difficile d’apporter des preuves d’efficacité des plantes

- Il 'y a aussi beaucoup d'herbes qui ne sont pas recommandés pour les enfants et sont
dangereux pour eux, ainsi que pour les femmes enceintes. (Baba —aissa, 1991).

- Certaines plantes renferment des toxines si puissantes que 1’ingestion d’une quantité infime
risque de se réveler mortelle.

- La toxicité peut étre aussi due a I’utilisation d’une dose excessive ou une erreur
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d’identification de la plante, vu que pour deux plantes qui se ressemblent sur le plan
botanique I’'une peut étre toxique. Une mal-interprétation des symptémes peut étre tres
dangereuse du fait que la phytothérapie repose le plus souvent sur I'automédication. Les
préparations domestiques ne peuvent pas étre conservées pour une longue durée donc une

préparation mal conservée peut donner des intoxications au lieu de nous guerir.

- Les plantes contiennent des fois des substances allergisantes (Isrin, 2001 ; Media, 2018 ;
Nicov,2003).



Chapitre 11|

Principes actifs des plantes médicinales



Chapitre I1: Principes actifs des plantes médicinale

1. Principes actifs des plantes médicinales

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments. Cette
molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif, elle est issue de plantes
fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des parties utilisées: les racines, écorces,
sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines.

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées comme
des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites
primaires qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les
métabolites secondaires participent a I'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la
tolérance contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température ...etc).
Ces composés sont des composés phénoliques, des terpénes et stéroides et des composés
azotés dont les alcaloides (Zerari, 2016).

2. Différents groupes des principes actifs

Les metabolites secondaires peuvent étre divises en trois classes (Seghaouil et Zermane
2017).

» Les polyphénols.

> Les terpenoides.

> Les stéroides et alcaloides

2.1. Les Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composés photochimiques polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones. lls subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides, les

lignines, les tanins...etc (Chakou et Medjoudja, 2014).
2.1.1. Les acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et
liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants
Polaires, leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique (Seghaouil et
Zermane, 2017).
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Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique) (figure 4) (Guelmine, 2018).

OH

R ~
0

Figure 4: Formule chimique de acide phénolique.

2.1.2. Les flavonoides

Terme en latin; flavus = jaune, les flavonoides sont généralement des antibactériennes.
Ils peuvent étre exploités de plusieurs manieres dans l'industrie cosmétique et alimentaire (Jus
de citron) et de l'industrie pharmaceutique (Les fleurs de tréfle rouge traitent les rhumes et la
grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des

propriétés anti-inflammatoires et antivirales (figure 5) (Ladham, 2016).
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Figure 5: Formule chimique de flavonoides.

2 1.3. La lignine

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (Tissus sclérenchymes ou le
noyau des fruits), au niveau de seve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de
caractére hydrophobe(figure 6) (Guelmine, 2018).
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Figure 6 : Formule chimique de la lignine.

2.1.4. Les tanins

Les tanins est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d'animaux. Nous pouvons distinguer deux catégories: Les tanins
condensés, polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de carbone, non
hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines. Les
tanins hydrolysables, polymeres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme une
liaison d'ester avec l'acide gallique comme la figure 7 (Ladham, 2016).

Ry

OH

Rz

Figure 7 : Formule chimique de tanins.

2.1.5. Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses pieces et possedent
des  propriétés tres diverses. Certaines coumarines contribuent a fluidifier le sang
(Melilotusofficinalis) alors que d’autre, soignent les affections cutanées (Apiumgraveolens).
Rapidement métabolisées au niveau du foie en 7 hydroxy- coumarine, elles peuvent rarement

induire une hépato nécrose sévere(figure 8)(Habibatni, 2009).

6

o) O

Figure 8: Formule chimique de coumarine.
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2.1.6. Les anthocyanes

Sont issus de I’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides proches des flavones), qui
donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. Ces puissants
antioxydants nettoient 1’organisme des radicaux libres. IIs maintiennent une bonne circulation,
notamment dans les régions du cceur, des mains, des pieds et des yeux. La mure sauvage
(Rubusfruticosus) et la vigne rouge (Vitisvinifera) en contiennent beaucoup le principe actifd’
anthocyane (figure 9) (Messioughi, 2010).

Q

OH

Figure 9: Formule chimique de les anthocyanes.
2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végetale, de caractére alcalin et de
structure complexe (Ounis et Boumaza, 2018), son rencontrer dans plusieurs familles des
plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et

certains sont fortement toxiques (figure 10)(Gaci et Lahiani, 2017).

OH
H;CO
| =y
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Figure 10: Formule chimique d'alcaloids.

3. Terpenes et stéroides.

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au
nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la variation de
nombre n, dont les composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpénes.

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles; parfums et godt des plants,

pigments (caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Guelmine,2018).
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3.1. Les saponines

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycoslysés comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un goGt amer et acre (Hopkins, 2003).
I1s existent sous deux formes, les stéroides et les terpenoides (figure 11) (Guelmine, 2018).

Figure 11: Formule chimique de saponine.
3.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes de substances volatiles
aromatiques obtenues a partir d’une matiére premicre végétale (Nahalbouderba, 2016) offrant
a la plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs Jouent un
réle de protection des plantes contre un exces de lumiére et attirer les insectes pollinisateurs
(figure 12) (Guelmine, 2018).

CHs

HiC CH,

Figure 12: Formule chimique d'huiles essentielles.
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1. Définition d'extraction

L'extraction consiste a transférer des composés d'une phase a une autre, de la phase
solide a la phase liquide, elle est utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs composés

d'un mélange initial en fonction de propriétés chimiques ou physiques ( Benabdallah, 2016).
2. Différents types d’extraction a partir des plantes

2.1. Enfleurage

Il consiste a extraire naturellement le parfum des fleurs a lI'absorption effectuée par les
corps gras. Il existe deux types d'enfleurage : a chaud et a froid selon la résistance de la plante
a la chaleur. Cette méthode est particulierement utilisée lorsque I'hydrodistillation dénature les
molécules a extraire (Benabdallah, 2016).

2.2. Macération

La macération est un procédé qui consiste a faire sé¢journer les plantes dans un solvant
froid pour en extraire les composés solubles (arémes, principes actifs). L'imprégnation peut se
faire dans des solutions d'alcool, d'eau, d'huile. Cette technique retient les produits chimiques
fragiles car elle se fait a basse température, mais elle n'est pas toujours aussi efficace que les

techniques utilisant la chaleur (Benabdallah, 2016).
2.3. Infusion

L'infusion est la méthode de préparation la plus simple et la plus courante. Pour réaliser
l'infusion, il faut verser de I’eau bouillante sur des plantes (les feuilles ou les fleurs) finement
broyées dans un récipient muni d’un couvercle, et trempée pendant 5 a 10 minutes pour

dissoudre leurs principes actifs, puis filtrée (Grunwald et al., 2006 ; Iserin, 2001).
2.4. Décoction

Cette méthode est trés ancienne pour extraire les principes actifs des racines, de I'écorce,
des tiges et des graines, le principe est légerement différent : il s'agit de placer la plante dans
une casserole d'eau froide, chauffé trés doucement jusqu'a ébullition, couvercle fermé. Enfin

on filtre le mélange comme la figure 13.
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Figure 13: Méthode de Décoction.

2.5. Extraction par soxhlet

L’extracteur de Soxhlet est un appareil utilis€é en chimie analytique pour extraire les
molécules aromatiques de la plante. Cet appareil permet de faire a chaud I’extraction par

solvant d’un solide avec une grande efficacité (Benabdallah, 2016).

Lorsque le ballon est chauffé, la vapeur de solvant traverse le tube adducteur, Se
condense dans le réfrigérant et retombe dans le corps de I'adducteur, macérant ainsi résidu
dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'a ce qu'il atteigne le
sommet de siphon, qui fait ensuite retourner le liquide dans le ballon, ainsi que la substance
extrait. Le solvant contenu dans le ballon s'enrichit progressivement en composes solubles. La
taille du corps en verre étant limitée, peut nécessiter plusieurs extractions successives pour

récupérer une quantité suffisante d’extrait (Berrahal, 2019).
3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d’extraction, chacune ayant plusieurs variantes, que 1’on
utilise en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques physico-
chimiques de I'huile a extraire, de l'usage de l'extrait, de maniére a pouvoir minimiser les
distorsions inévitables entre l'extrait et I'arbme du depart au cours de I'extraction (Harrag
Abdelmalek, 2022).

3.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est 'une des méthodes officielles pour I’obtention des HE. Dans ce systéme
d’extraction, le matériel végétal est soumis a ’action d’un courant de vapeur sans macération
préalable (Boukhatemet al., 2019). Les vapeurs saturées en composés volatils sont
condensées

20



Chapitre I11:Préparation des extraits a la base des plantes médicinales

Décantées dans 1’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse et une phase
organique. L’absence de contact direct entre I’eau et la matiére végétale evitent entre ’eau et
les molécules aromatiques, certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant
nuire a la qualité de I’huile. De plus, le parfum de I’'HE obtenue est plus délicat et la
distillation, réguliere et plus rapide, fait que les notes de téte sont riches en esters
(Boukhatemet al., 2019).

Les principales variantes de l'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau sont :

I'nydrodistillation, la distillation a vapeur saturée et I'hydrodiffusion(Boukhatemet al., 2019)

3.1.1. Hydrodistillation

C’est une methode simple dans son principe et qui ne necessite pas un appareillage
colteux. Elle consiste a immerger la matiére premiére dans un bain d’eau et I’ensemble est
porte a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensees sur une surface froide. Les
vapeurs ascendantes provenant de 1’alambic ou du réacteur progressent, puis se condensent
par refroidissement. Le condensat est récupéré, puis 1’huile est separée de la phase aqueuse.
Elle peut apporter de nombreux artéfacts. En effet, I'eau, l'acidité et la température du milieu
peuvent induire des réactions d'hydrolyse, réarrangement, de racémisation, d'oxydation,

d'isomérisation.....etc (Harrag, 2022).
3.1.2. Hydrodiffusion

Cette technique, consiste en ’expulsion de la vapeur d’eau a trés faible pression (0,02-
0,15 bar) a travers la masse vegétale du haut versle bas. Ainsi, le flux de vapeurtraversantla
masse végétale n'est pas ascendant. Le principe est de dégager et de condenser en utilisant la
pesanteur, par exemple «l'azéotrope» produit par la vapeur d'eau et dispersé dans la masse
végetale. Hydro diffusion, procédé développée par la firme Suisse Schmidt SA (1981), permet
un gain de temps et d’énergie et évite un grand nombre d'artéfacts liés & une température

excessive. En fait ce procédé correspond a la percolation en phase vapeur (Harrag, 2022).
3.1.3. Expression a froid

C’est une technique physique, simple, pratique, peu cotlteuse, qui consiste a écraser les
zestes pour en extraire les huiles. Les zestes sont lacérés et le contenu des poches sécrétrices,

qui ont été rompues, est récupéré par un procédé physique (Boukhatemet al., 2019) .

Le principe de l'extraction consiste a rompre les poches a huile par un moyen
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mécanique, pression, incision ou abrasion & froid. Le procédé classique composé a
exercer , sous un courant d ’eau, une action abrasive sur la surface du fruit. Aprés
¢limination des déchets solides 1 ’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse
par centrifugation .Dans la pratique, seules les essences d’agrumes sont préparées selon
la méthode d’expression a froid (Harrag, 2022).

3.2 Extraction par les solvants

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans un
extracteur, un solvant volatil a base point d’ébullition, et la matiere végétale a traiter. Grace
a des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre
envoy¢ au concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique. L’extraction est
réalisée avec un appareil de Soxhlet. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus éleve que
I'eau, si bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils, mais
également bon nombre de composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides
gras et bien d'autres substances (Boukhatemet al., 2019) .

Les solvants les plus utilisés a 1’heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane, 1’éthanol,
moins fréquemment le dichlorométhane et ’acétone. Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé,

devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiere ou I’oxygéne.

Cette technique permet de tripler la quantité d’huile essentielle récupérée, évite
I’action hydrolysante de la vapeur d’eau. Face a cette situation, deux nouvelles techniques ont
été mises au point, ces derniéres années, pour la distillation des substances d'arémes a partir
des plantes : L’extraction assistée par micro-ondes et I’extraction par le CO2 supercritique

(Boukhatemet al., 2019).
3.3. Extraction assistée par micro-ondes

L'extraction assistée aux micro-ondes, une nouvelle technique innovante et écologique,
peut permettre de résoudre certains problémes de la distillation. L’emploi des micro-ondes
constitue, par ailleurs, une méthode d’extraction a part entiére en plein développement. A titre
d’exemple, La SFME (Solvent Free MicrowaveExatrction) est une combinaison originale

des techniques de chauffage par micro-ondes et de distillation seche (Boukhatemet al., 2019).
3.4. Extraction au CO2 (ou par fluide a I’état supercritique)

Est une nouvelle technique, permettant d’augmenter le rendement de production, et

présentant I’avantage d’étre bien plus rapide que les méthodes traditionnelles. L’originalité de
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la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient de [’utilisation de
solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire 1’extraction au moyen de dioxyde de
carbone liquide & bassetempérature et sous haute pression , 90% des SFE sont réalisées
avec le dioxyde de carbone (CO2) (Boukhatemet al., 2019).

La technique se base sur la solubilité des constituants dans le CO2 et de son état
physique. Grace a cette propriété, il permet 1’extraction dans le domaine supercritique
et la séparation dans le domaine gazeux(Harrag, 2022). Le CO2 est relativement non
toxique, disponible & haute pureté et a faible prix, et il liquéfié par Refroidissement et

comprimé a la pression d’extraction choisie.

Il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal. Apres, le liquide se
détend pour se convertir a 1’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il

sera séparé en extrait et en solvant (Harrag, 2022).

Les extraits obtenus par les différentes méthodes d’extraction subissent ensuite une

caracterisation chimique et valorisation biologique.
4. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des
groupes de familles chimiques présentes dans des extraits végétaux donnés(Elhaoudetal.,
2018).

4.1. Analyse qualitative des extraits végetaux
4.1.1. Tests préliminaire

Les tests de caractérisation sont basés en partie sur I’analyse qualitative, soit sur
laformation de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la

formation de complexescolorés, en utilisant des réactions de coloration(E Ihaoudetal., 2018).
» Caractérisation des composés phénoliques

Chaque extrait est dissous dans son solvant d’origine, et quelques gouttes de FeCls a
2% y ont été ajoutées. La présence des composés phénoliques a été marquée par l'apparition

de la couleur bleue-verdatre (Lahmeret Messai, 2017)
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> Caractérisation des Flavonoides

La détection de la présence des flavonoides dans les extraits végétaux a été faite par la
réaction a la cyanidine. Pour I’extraitvégétal, on ajoute quelques gouttes de I’HCI et quelques
fragments de magnésium.Il y a un dégagement de chaleur puis une coloration rose-orangé ou

violacée, cette coloration qui a confirmé la présence de flavonoides(Boudjellal, 2009).
» Caractérisation des Tanins

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a I’extraitvégétal quelques gouttes de
FeClz(Chlorure ferrique) a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et
I’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tanins

catéchiques(Boudjellal, 2009).
» Caractérisation des Alcaloides

1g de I'organe végétal laissé en décoction dans 10mL d’eau distillée pendant 10 minutes.
Le macéreé est filtré et testé avec quelques gouttes de réactif de MEYER et de WAGNER. Les
alcaloides forment avec le reactif de Mayer un précipité blanc et formeavec le réactif de

Wagner un précipité brun (Berrahal, 2019).
4.1.2. Méthodes chromatographiques

Les meéthodes chromatographiques sont des méthodes permettant de séparer des
constituants présents dans des mélanges variés ( Berrahal, 2019). Elle sert en analyse pour
purifier, identifier et quantifier des composes au sein d’échantillons divers. Le principe de
cette technique est basé sur la migration différentielle des divers solutés contenus dans un
échantillon analysé (Benabdallah, 2016).Les méthodeschromatographiques les plus utilisées
pour les analyses qualitatives sont : Chromatographie sur Couche Mince(CCM) et

Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC).
4.2. Analyse quantitative et dosages biochimiques
4.2.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Afin de caractériser les différents extraits préparés a partir des plantes médicinales, un
dosage des polyphénols totaux est déterminés par spectrophotométrie selon la méthode
colorimétrique du Folin-Cioclateu (Ragaeeet al., 2006 ; Wong et al., 2006 ;Anthony, 2010).
Le réactif précédent estconstitué par un mélange d’acidephosphotungstique (H3PW12040)
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et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040).Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils
réduisent le réactif de Folin-Cioclateuen un mélange d’oxydes bleus de tungsteneW8023 et
de molybdéne Mo803. La coloration produite, dont I'absorption maximale est a 765nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits (Lahmer et Messai,
2017).

4.2.2. Dosage des Flavonoideset tanins condensés (TCs)
» Dosage des Flavonoides par le trichlorure d’aluminium

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides
dans les différents extraits. Brievement, les Flavonoides possedent un groupement (OH) libre
en position 5 susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium (AICI3) un
complexe jaunatre par chélation de I'ion AL+3.L’absorbance est lue a 430nm par un

spectrophotometre UV-VIS (Lahmer et Messai, 2017).
» Dosage des Tanins condensés (Méthode de la vanilline)

Le principe de ce dosage est base sur la fixation du groupement aldéhydique de
vanilline sur le groupement flavonoide terminal (le carbone 6 du cycle A de la catéchine) pour
former un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500nm. Cependant cette réaction

n’est pas spécifique aux TCs mais de manieére générale aux flavanols (Lahmer et Messai,
2017).
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Introduction

Actuellement les recherches s’intéressent a différent activités pharmacologiques des
plantes médicinales pour développer et améliorer la médecine moderne, les plus importants

effets sont :
1. Activité antioxydant

Le stress oxydantest un déséquilibre entre la formation des radicaux libres et la capacité
du corps a les neutraliser, cela survient s’il yaun déficit nutritionnel en antioxydants, une
surproduction endogéne d’agents pro-oxydants, une exposition environnementale a des

facteurs pro-oxydants (meédicaments, radiations ionisantes, tabac...etc.).

L’effet antioxydant des extraits des plantes médicinales peut s’évaluer par plusieurs

tests in vitro et in vivo.
1.1. Tests d'évaluation d’activité antioxydante in vitro

Il existe plusieurs et différents tests pour évaluer I’activité antioxydante des extraits des

plantes medicinales dont les plus utilisés on cite :
1.1.1. Test de DPPH

Dans le test du DPPH, les antioxydants réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-
hydrayl) ayant une couleur violette en un composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont
l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons (Ferradji, 2011). Autrement dit, il a une forte
absorption a une longueur d'onde d'environ 517 nm en raison de la présence d'un électron non
apparié ; au fur et a mesure que cet électron devient apparié en présence d'un antioxydant
(donneur d'hydrogene), la force d'absorption diminue (Lanseur, 2017). Le BHT
(hydroxytoluenebutyle) a été utilise comme standard antioxydant pour la comparaison de
l'activité avec les extraits utilisés. La faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange

indique une activité de piégeage des radicaux libres supérieure (Marref, 2018).
1.1.2. Test ABTS

L’ABTSe+ a été produit par la réaction entre ’ABTS dans l'eau et de persulfate de
potassium est stockée dans l'obscurité a température ambiante pendant quelques heures.

L'oxydation de 'ABTS commence immédiatement mais l'absorption n’est pas maximale. Le
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radical cation est stable sous cette forme depuis plus de 2 jours dans le stockage dans
l'obscurité a la température ambiante. Dans ce test I'absorbance a été mesurée a 734 nm en
utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits (Marref, 2018).

1.1.3. Test FRAP (FerricReducingAntioxidant Power)

Le test de FRAP (FerricReducingantioxidant Power) a été déterminé selon la technique
d’Oyaizu (1986). Cette méthode consiste a mélanger un extrait a différentes concentrations
avec la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)6] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant quelques minutes. Apres,
I’acide trichloracétique est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min.

L’absorbance est mesurée a 700 nm.

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la
réduction de fer. L’acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif. La concentration IC50
qui est definie comme la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de la
concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour comparer et exprimer

la puissance des capacités réductrices des substances bioactive.
1.1.4. Test du blanchissement du p caroténe

Dans ce test, la capacit¢ antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de Ia
dégradation oxydative de P caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide
linoléique. L’émulsion de B caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 3 mg

de B caroténe dans :

» Un volume du chloroforme, et volume de I’acide linoléique et tween40sont additionnés.
Le chloroforme est complétement évaporé au rotavapeur, par la suite un volume

d’eau oxygénée est ajouté, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement.

» Un volume de solution d’extrait ou antioxydant de référence (BHT) (solubilisé
dans le méthanol sauf I’extrait aqueux dans I’eau distillée) sont additionnés a un
volume de 1’émulsion précédente.

» La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant
est suivie a 490nm a des intervalles de temps réguliéres pendant quelques heures.

» L’activité¢ antioxydante relative des extraits (AAR) est calculée selon I’équation suivante

: AAR=Abst=48h (échantillon)/Abs t=48h (BHT) x100 (Boudjellal, 2019).
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1.1.5. Test de chélation du fer

Le pouvoir chélateur du fer est une méthode utilisée pour évaluer le pouvoir chélateur
d’un extrait donné. En effet, la ferrozine forme avec le fer libre présent dans un milieu

réactionnel un complexe ferrozine-Fe2+ de coleur violette intense.

La quantification de ce complexe par spectrophotométrie a 562nm dans un milieu de
concentration connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la
capacité des extraits a chélater cet €lément. Plus la coloration de la solution contenant I’extrait

testé est claire, plus le pouvoir chélateur n’est important.
1.1.6. Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*)
présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe 2*) , la liaison de ce dernier au ligand
crée une couleur bleu marine trés intense. L'absorbance peut étre suivie a 595 nm et elle
est corrélée avec la quantité dantioxydants. Trolox ou l'acide ascorbique ont éte utilisés

comme réferences (Lanseur, 2017).

1.2. Activité antioxydante in vivo
1.2.1. Dosage MDA (malondialdéhydes)

Produit d'oxydation, Les échantillons contenant des MDA ou des standards MDA
réagissent avec le TBA. Cette méthode permet de déterminer la teneur relative en peroxydes
lipidiques des échantillons, incluant plasma, sérum, culture cellulaire, surnageants et

échantillons d’urine.

Ce dosage est communément utilis€ pour comparer un ensemble d’échantillons a un
autre. Aprés I’incubation, les échantillons et les standards peuvent é&tre lus au
spectrophotometre ou au fluorimétre. La concentration de MDA dans les échantillons est alors

calculée par comparaison avec la courbe de calibration MDA.

Donc : 2-Thiobarbituric Acid + MDA — MDA-TBA Adduct.(https://libios.fr/solutions-

analytiques/stress-oxydatif-capacite-anti-oxydante/kits-dosage-stress-oxydatif-brcapacite-

antioxydante/catalase).
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1.2.2. Dosage de I'activité catalase

Ce dosage a €té développé pour mesurer ’activité catalase dans les échantillons
biologiques.La catalase est une enzyme présente dans le sang et d’autres tissus ayant une
activité antioxydante. Ce dosage consiste en une réaction donnant lieu & un composé qui
forme un complexe avec le chromogéne. Cette réaction produit une couleur violette
directement proportionnelle a I’activité catalase qui peut étre déterminée au moyen d’une

mesure spectrophotométrique simple et rapide.

Donc: Reagent — Product + Chromogen (Catalase) (Amax= 540 nm)

(https://libios.fr/solutions-analytiques/stress-oxydatif-capacite-anti-oxydante/kits-dosage

stress-oxydatif-brcapacite-antioxydante/catalase).
1.2.3. Dosage de I’activité enzymatique Super Oxyde Dismutase (SOD)

La SOD est dosée selon la méthode spectrophotométrique décrite par Paoletti et al.
(1986). Cette méthode est basée sur I’inhibition de 1’oxydation du NADH par la SOD en
présence d’ion superoxyde. Cette diminution du taux d’oxydation du NADH est fonction de la
concentration d’enzyme. Par définition une unit¢ d’enzyme SOD correspond a D’activité
nécessaire pour inhiber 50 % de la réaction d’oxydation. L’inhibition par la SOD de la
réaction d’oxydation du beta-NADH est suivie au spectrophotométre a 340 nm (Noury P,
2016).

2. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés, a une agression. Elle est caractérisée par ; la rougeur, la douleur, la chaleur et
I’cedéme. Elle est impliqué dans I’apparition de différents pathologies telle que :Anomalie de

la réponse immunitaire, allergies, auto-immunité. . .etc
2.1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro

2.1.1. Test de stabilisation des membranes d’érythrocytes via I’induction d’hémolyse des

globules rouges par hypotonie et par chaleur
» Par hypotonie

La capacité des extraits a protéger la membrane des érythrocytes humains contre I’hémolyse

induite par le milieu hypotonique, la rupture de leurs membranes seproduira, provoquant ainsi
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la libération de I'némoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant.
L’effet hémolytique de la suspension hypotonique est li¢ a I’accumulation excessive du

liquide dans la cellule (Lanseur, 2017).

L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans le serum ou le
plasma. Dans notre étude, la stabilisation de la membrane des globules rouges est effectuée
par D’inhibition de [I’hypotonicité. La lecture de la densité optique des surnageants

récupérés est réalisée par un spectrophotometre UV-visible (Lanseur, 2017).
» Par chaleur

Ce principe est basé¢ sur ’effet des différents extraits des plantes médicinales sur la
stabilisation de la membrane des globules rouges, aprés un passage a 1’hémolyse par
I’utilisation de température élevée (Govindappaet al., 2011). Le protocole du test (un volume
de suspension érythrocytaire + un volume d’ extrait de plante, puis cette solution est chauffée
a 56 C° pendant 30 minutes, ensuite elle a été refroidie a température ambiante. Par la suite la
solution obtenue est centrifugée 2500 rpm pendant 10 minutes. Par la suite la teneur en
hémoglobine dans le surnagent est estimée par lecture d’absorbance a 560nm (Merdji et

Merrakchi, 2020).
2.1.2 Inhibition de P’activité des protéases

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I'inflammation. La production
d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoires peut étre due a la dénaturation des
proteines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a inhiber [I’altération
des liaisons électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure qui maintiennent la structure

tridimensionnelle des protéases (Marref, 2018).
2.1.3 Méthode de dénaturation de I’albumine

La dénaturation affecte presque toutes les propriétés physico-chimiques des molécules ;
elle varie considérablement avec les divers agents physiques et chimiques qui I'entraine et
aussi selon le caractere et la concentration des solutions protéiniques. Cette dénaturation est
souvent associée a une inflammation ; par conséquent, l'inhibition de la dénaturation des
protéines a été largement utilisée comme modele de dépistage in- vitro pour I’évaluation de

I'activité anti-inflammatoire.

La turbidité de la solution d’albumine est suivie par la lecture de 1’absorbance a 660 nm
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(Lanseur, 2017).
2.2 Evaluation d'activité anti inflammatoire in vivo
2.2.1. (Edeme de ’oreille induit par ’huile de croton chez la souris

L’cedéme de I’oreille est induit par 1’huile de croton, selon la méthode de Manga et ses
collaborateurs (2004). Pratiquement, une inflammation cutanée a été induite sur la face
interne de ’oreille droit de chaque souris, et ceci par I’application de d’une solution acétone—
eau (1:1 V/V) contenant d’huile de croton comme agent irritant. Lesgroupes de souris (n=10)
recoivent localement par oreille de I’extrait avec 1’agent irritant en méme temps. Le groupe
controle regoit d’indométacine avec I’agent irritant aussi. Les souris du groupe témoin
recoivent uniquement la solution de I’huile de croton. L’épaisseur de ’oreille est mesurée a
I’aide d’un pied a coulisse digital avant le traitement et six heures apres I’induction de

I’inflammation.

La différence de I’épaisseur avant et aprés 1’application de 1’huile de croton est calculée.
Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme estcalculé par rapport au groupe témoin selon la

formule suivante :

% inhibition = [(Diffépaigrp témoin — Diffépai Traité)/ Diffépaigrp Temoin] x 100 (Ferradji,
2011).

2.2.2. Perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique chez la souris

La permeabilité vasculaire chez la souris a été évaluée selon la méthode de Kou et ses
collaborateurs (2006). Quelques groupes des souris sont utilisés, les souris traités recoivent un
volume d’extrait ,ou d’indométacine, par voie orale. Les souris du groupe témoin recoivent
d’une solution de NaCl 0,9 %. Une heure aprés, les souris regoivent une injection
intraveineuse d’une solution de bleu d’Evans, suivie d’une injection intra-péritonéal. Trente
minutes apres, les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. Aprés lavage de la cavité
péritonéale parune solution physiologique. L’exsudat est récupéré puis centrifugée et
I’absorbance du surnagent est mesurée & 610 nm contre une solution NaCl 0,9% (blanc). Le

pourcentage d’inhibition de la perméabilité vasculaire est calculé selon la formule:

%inhibition = [(Atémoin —Atraité)/Atémoin] x 100 (Ferradji, 2011).
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3. Activité antimicrobienne

Les microorganismes présentent 1'une des sources principales de pathologies humaines.
Ce probleme est contourné par les agents antimicrobiens qui peuvent étres microbiocides ou

bien microbiostatique.
3.1. Evaluation d’activité antimicrobienne
3.1.1. Méthode de diffusion

C’est un criblage préalable qui vise a mettre en évidence une éventuelle activité
antimicrobienne sans pour autant la quantifier. Le test est réalisé par la méthode de diffusion
sur gélose, qui est la méme que la technique de 1’antibiogrammeen remplagant les disques
d’antibiotiques par des disques de papier imprégnés par la substance ou I’extrait a tester
Apres I'incubation, les diametres des zones d’inhibition sont mesurés autour de chaque

disque .Une souche est dit Sensible si la zone d’inhibition est supérieure ou égale a 15mm.

= Limitée si la zone d’inhibition est inférieure a 15mm.

= Résistante si la zone d’inhibition est nulle.
3.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Afin de mieux évaluer cette activité une étude plus poussée a été menée par la
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits algaux contre les
différentes souches bactériennes selon la méthode de micro-dilution. La CMI est définie
comme étant la plus faible concentration capable d’inhiber toute croissance microbienne

visible a 1’ceil nue.

Suite a une incubation, la CMI a été déterminée en suivant le virage de la coloration
rouge brique du phénol a une coloration jaune, en présence de microorganismes en croissance.
Une fois la croissance a été bloquée, on remarque que la couleur rouge du phénol persiste. La
CMI correspond a la premiere concentration en échantillon du premier puits rouge et ne

présentant ni trouble ni culot bactérien.
4.Activité anti cancereuse

Des études mettent en évidence les effets protecteurs des extraits végétaux vis-a-vis des

promoteurs des tumeurs ( Lahmer et Messai, 2017).
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4.1. Evaluation d’activité anti-cancéreuse in vitro

4.1.1. Tests de cytotoxicite

Les extraits vegétaux sont solubilises dans du DMSO. Ensuite, ces solutions sont
diluées au 1/10eme avec du milieu de culture permettant de garder une concentration finale de
DMSO. Les tests cytotoxiques sont réalisés en deux phases: un criblage préliminaire en dose
unique de chaque extrait et pour les extraits actifs (%M > 50%), un test de détermination de la
CI50 avec des concentrations croissantes de chaque extrait. Les cellules sont mises en plaques
de 96 puits a un nombre de 4000 cellules/puits, a I'exception des lignées cellulaires HCT116
et KB pour lesquelles seulement 2000 cellules/puits sont déposees en raison de leurs
croissances deux fois plus rapides. 24h aprés I'ensemencement, les cellules sont exposées a
chaque extrait. Apres 48h de traitement, le test est révélé. Pour toutes les cellules autres que
les cellules KB, le protocole est le suivant. Les cellules sont lavées dans du PBS et fixées dans
un mélange éthanol froid 90%/5% acide acétique pendant 20 minutes. Ensuite, les noyaux
sont colores avec le colorant de HoechstL'acquisition et I'analyse d'images sont effectuées a
l'aide d'un lecteur VTI/HCS CellomicsArrayScan (ThermoScientific). Les pourcentages de
mortalité sont calculés comme étant le nombre de cellules apres traitement par I’extrait sur le
nombre de cellules aprés traitement par DMSO (contrdle). Pour les cellules KB, une solution
de MTT a 1,5 mM dans le PBS est ajoutée dans chaque puits et mise a incuber pendant 6h. A
la fin de I’incubation, les puits sont vidés puis remplis avec 100 pL de DMSO. Aprés 1h, les
absorbances des puits sont lues a 490 nm. Les pourcentages de mortalité sont calculés comme
¢tant I’absorbance aprés traitement par I’extrait moins 1’absorbance du contrdle sur
I’absorbance apres traitement par la doxorubicine moins I’absorbance du contréle. Grace aux
courbes dose-réponse, la CI50 est déterminée graphiquement, comme décrit par le NClszo. Les

tests sont effectués en triplicats.

4.1.2. Marquage des cellules par I’anticorps anti-PHH3

Les cellules sont cultivées comme pour un test cytotoxique mais sont exposées a des
extraits a une concentration égale a la CI50 et a une concentration égale a 2 x CI50. Aprés la
fixation, les cellules sont co-marquées avec du colorant de Hoescht et un anticorps primaire
anti-phosphohistone H3 (Ser10) (dilution 1/5000, 2h), puis avec un anticorps secondaire
détectant 1’anticorps primaire couplé a un fluorophore (dilution 1/500, 1h). L’IM est calculé
comme le nombre de cellules mitotiques, identifiées par la coloration positive par I’antiPHH3

sur le nombre de cellules totales marquées par le colorant de Hoechst. Les tests sont effectués
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en triplicats.
4.1.3. Incorporation de BrdU Les cellules

Sont cultivées comme pour un test cytotoxique mais sont exposées a des extraits a une
concentration égale a la CI50 et a une concentration égale a 2 x CI150. Avant la fixation, le
BrdU est ajouté au milieu de culture pendant 90 minutes a 37 ° C et 5% de CO2 (dilution
1/1000 pendant 30 min). Aprés la fixation, les cellules sont co-marquées avec du colorant de
Hoescht et un anticorps primaire anti-BrdU (dilution 1/200, 2h) puis avec un anticorps
secondaire détectant I’anticorps primaire couplé a un fluorophore (dilution 1/500, 1h). Le %S
est calcule comme le nombre de cellules en phase S, identifiées par la coloration positive par
I’anti-BrdU sur le nombre de cellules totales marquées par le colorant de Hoechst. Les tests

sont effectués en triplicats.
4.1.4. Test Alamar bleu

Alamar bleu est un test de viabilite cellulaire tres fréquemment utilisé par les industriels
et les chercheurs afin d’apprécier 1’activité mitochondriale de cellules humaines, animales,
bactériennes, ou fongiques. Le principe de ce test colorimétrique repose sur la résazurine, qui
est le substrat actif. Cette molécule est hydrosoluble, stable en milieu de culture, non toxique

pour les cellules, et traverse aisement la membrane cellulaire.

La résazurine est un indicateur de couleur bleue ; il s’agit de la forme oxydée de la
molécule. Quant a la forme réduite, il s’agit de la résorufine qui est de couleur rose fluo. La
conversion de la résazurine en résorufine est permise grace a des enzymes produites par les
cellules vivantes, notamment le NADPH, FADH, FMNH, NADH, mais également par des
cytochromes. La coloration n’étant pas visible a I’ceil nu, une technique de fluorimétrie est

indispensable pour mesurer 1’absorbance entre 540 et 630 nm (Marref, 2018).
4.1.5. Test WST-1

Il s’agit d’un test qui permet de mesurer I’activité mitochondriale des cellules. Le
principe repose sur le clivage du sel de tétrazolium en formazan, via une enzyme qui est le
succinate déshydrogénase. Cette enzyme joue un réle dans la respiration mitochondriale ; elle
n’est donc active que dans les cellules vivantes. Ainsi la présence de formazan, mesurée par

une technique de fluorimétrie, est synonyme de viabilité cellulaire.

Le test consiste a mettre en contact le réactif WST-1 avec les puits contenant les cellules
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que I’on veut tester. Aprés avoir respecté un temps d’incubation de 2 heures, un lecteur de

microplaques permet de mesurer 1’absorbance des puits a 415 nm(figure14) (Marref, 2018).
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Figure 14: Protocole schématisé du test WST-1.

4.2. Evaluation d'activité anti cancéreuse in vivo
4.2.1. Détermination du pourcentage de cellules en phase M (IM)

Pendant la mitose, le processus de condensation de I'ADN est régulé par la
phosphorylation de [I'histone H3, une protéine nucléaire associée a I'ADN. L'anticorps
antiphospho-histone H1 (PHH3) est un marqueur universel pour la mitose en détectant
I'histone phosphorylée. Les cellules cancéreuses ont été marquées par un colorant fluorescent
Hoechst et par un anticorps PHH3 afin de déterminer I'M. Une augmentation de I'IM par
rapport au contréle signifie que les cellules sont entrées dans la mitose mais ont été bloquees
avant la fin de la division. Ainsi, I'action des composés se produit pendant la phase M avant le
point de contréle. Une diminution de I'IM par rapport au contrdle signifie que les cellules ne
sont pas entrées dans la phase M. Ainsi, I'action des composés se produit avant le debut de la

phase M.
4.2.2. Détermination du pourcentage de cellules en phase S . (%0S)

Les cellules sont cultivées avec BrdU, un analogue de la thymidine qui est incorporé
dans les cellules pendant la phase de synthese de 'ADN (phase S). Les cellules cancéreuses
ont été marquées avec un colorant fluorescent Hoechst et un anticorps BrdU afin de
déterminer le pourcentage de cellules dans la phase S. Une augmentation du pourcentage de
cellules dans la phase S par rapport au contrdle signifie que les cellules sont entrées dans la
phase de synthése d’ADN mais ont été bloguées avant la fin de la réplication. Ainsi, l'action
des composés se produit pendant la phase S avant le point de contréle. Une diminution du
pourcentage de cellules dans la phase S par rapport au contrdle signifie que les cellules ne
sont pas entrées dans la phase S. Ainsi, I'action des composés se produit avant le début de la

phase S.

4.2.3. Détermination de la phase du cycle cellulaire ciblée
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Pour élucider la phase du cycle cellulaire ciblée par les extraits actifs, nous comparons
le pourcentage de cellules dans les phases S et M entre le controle et les traitements par les

extraits.
5. Activité antiulcéreuse in vivo

Le principe de ’activité curative des ulcérations consiste a provoquer d’abord des
ulcéres gastriques chez les rats, en administrant per os le mélange ulcérogéne (éthanol-HCI-
eau) pendant deux jours successifs et a les traiter par I’extrait testée. Cette étude a permis
d’évaluer sur le plan curatif, I’efficacité de 1’extrait dans le traitement des ulcéres gastriques.
Détermination de l'indice d'ulcére (IU)de chaque estomac a été exprimé comme la somme des
points et le pourcentage de protection (PP) a été calculé par rapport au groupe témoin selon

la formule suivante:

Inhibition de ulcération = indice d'ulcére du groupe contréle- indice

d'ulcere du groupe traité/ indice d'ulcére du groupe contréle )* 100 .

6. Activite antidiabétique

Le diabéte sucré se définit selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), comme
un ¢état d’hyperglycémie chronique relevant de facteurs génétiques et d’environnement
agissant souvent conjointement. Il existe 04 types de diabéte : Diabete de type 1, diabete de

type 2, gestationnel et secondaire
6.1. Evaluation d’activité antidiabétique in vitro
6.1.1. Test d’inhibition de I’alpha- amylase

L’amylase de mammifere, sécrétée par la glande pancréatique et de la salive comme
étant une enzyme glycolytique a travers le suc pancréatique dans I’intestin, est I’enzyme clé
qui catalyse la premiere étape du processus digestif des hydrates de carbone (glucide)
inhibiteurs de l'hydrolyse des hydrates de carbone par I’amylase dans le tractus digestif
retardent leur digestion et prolongent son temps, causant une réduction dans le taux
d’absorption du glucose (Megh-Raj et al., 2008), et par conséquent diminution des niveaux de

glucose plasmatique et abaissement de I’hyperglycémie. (Hong et al., 2008).
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6.1.2. Effet des extraits sur l'inhibition d’Alpha-glucosidase

Plusieurs études ont montré que les extraits des plantes médicinales peuvent améliorer
le taux de la glycémie. Un des mécanismes possibles est 1’inhibition de I’a-glucosidase
(Marref, 2018). Alpha-glucosidase inhibe de fagon compétitive I'hydrolyse des glucides
complexes en monosaccharides absorbables. Cet enzyme retarde donc 1’absorption des
glucides et aboutit a une réduction des glycémies postprandiales. Du fait de leur mécanisme

d'action, I'administration est recommandée au début des repas.
6.2. Evaluation d'activité antidiabétique in vivo

Des rats a jeun (16 heures) ont été traités par une dose intrapéritonéale unique de la
streptozotocine (Flucka, > 98.0 %) a 60 mg/kg p.c., préparée juste avant l'injection dans un
tampon citrate (0.01 M, pH 4.5). Aprés 72 heures de I'injection de la streptozotocine, les rats
qui ont une glycémie supérieure ou égale a 300 mg /dl, sont considérés comme diabétique et
sont utilisé dans les experiences. Dans un but d'évaluer l'activité antidiabétique de plantes
médicinales chez des rats de laboratoire, trois procédures ont été utilisées; étude a court terme,

test de tolérance orale au glucose et étude a long terme.
6.2.1. Etude a court terme

Groupes des rats hormaux a jeun ont été répartis en trois groupes (n=5), et ont été traités
par voie orale par I’extrait EA aux doses de 100, 250 et 500 mg/kg p.c. La glycémie a été
mesurée a 0 min (avant le gavage), a 60, 120, 180, 240 et a 360 min, sur une goutte de sang
prélevée a partir de I'extrémité caudale des animaux. Un glucomeétre Accu Check Active
(Roche), a été utilisé pour les mesures. Quelque rats ont servi de groupe témoin et ont été

gavés avec une solution du sérum physiologique (NaCl a 0.9%,10 ml/kg p.c.)
6.2.2. Test de tolérance orale au glucose

Nombre des rats normaux a jeun ont été répartis ont deux groupes (n=5), et ont été traités par
voie orale par I'extrait EA a 100 et 500 mg/kg p.c., 60 min avant le gavage d'une solution de
glucose (2g/kg p.c.). La glycémie a été mesurée a 0 min (avant le gavage de I'extrait aqueux),
a 60 min (avant le gavage du glucose). Groupe des rats ont servi de témoins et ont été gavés
par une solution de NaCl (0.9%,10 ml/kg p.c.). Dans chaque groupe, la glycémie a été
mesurée sur une goutte de sang prélevée a partir de I'extrémité caudale des animaux, en

utilisant le glucometre.
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6.2.3. Etude a long terme (7jours)

Nombres des rats males diabétiques ont été répartis en deux groupes (n=7). L'extrait
aqueux (EA) a été administré par voie orale, a une dose de p.c., par jour, pendant quelque
jours & un groupe (expérimental), l'autre groupe est le groupe témoin, et a été traité en

parallele par du sérum physiologique.

Dans les deux groupes la glycémie a jeun des rats, a été mesurée sur une goutte de sang
prélevée a partir de I’extrémité caudale le ler jour et le 7émentjour, le poids des rats, les

quantités de l'aliment et de I'eau consommées ont été aussi mesurées.
7- Autres activités biologiques

Il existe d'autres activités biologiques qui ont prouvé l'efficacité des extraits de plantes

médicinales telles que : Activité antipyrétique, Activité anticoagulante, Cicatrisante....... etc.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Les ressources naturelles du regne végétal restent la source
fiable et capitale pour la mise au point de nouveaux remedes thérapeutiques. La recherche des
molécules bioactives dans les extraits de plantes va mener a leur utilisation comme alternative
des molécules de synthese. L'utilisation des plantes médicinales dans le domaine pharmaco —
thérapeutique montrent une efficacité pertinente grace a son pouvoir.

Aprés ce qui a été mentionné ci-dessus, nous constatons que I'évaluation des activités
biologiques des extraits de plantes médicinales passe par plusieurs étapes, en commencant par
la sélection de la plante médicinale, puis en passant aux méthodes d'extraction les plus
courantes telles que :la macération , diffusion , décoction .... Apres l'obtention des extraits,
nous constatons qu'il existe deux méthodes danalyse. Analyse qualitative par des tests
préliminaire et méthodes chromatographiques, et I'analyse quantitative qui dépend de Dosage
des polyphénols totaux, Dosage des Flavonoides et tanins condensés. Dans la derniére éetape,
nous évaluons la capacité des extraits médicinaux a diverses activités biologiques in vivo et in
vitro comme activité antioxydante , anti inflammatoire , antimicrobienne..... etc . Cette
capacite des plantes médicinales en fait a I'avenir la matiére premiére dans la fabrication des

médicaments nouveaux et efficaces.
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	L’augmentation de l’absorbance dans le milieu réactionnel indique l’augmentation de la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contrôle positif. La concentration IC50 qui est définie comme la concentration des antioxydants nécessaire po...
	1.1.4. Test du blanchissement du β carotène
	Dans ce  test,  la capacité antioxydante est déterminée en mesurant l’inhibition de  la dégradation oxydative de β carotène (décoloration) par les produits d’oxydation de l’acide linoléique.  L’émulsion de β carotène /acide  linoléique est préparée pa...
	 Un volume du chloroforme, et volume de l’acide  linoléique  et tween40sont additionnés.  Le  chloroforme  est  complètement  évaporé  au  rotavapeur,  par  la  suite  un volume d’eau oxygénée est ajouté, l’émulsion résultante est agitée vigoureuseme...
	 Un volume   de  solution d’extrait  ou  antioxydant  de  référence  (BHT)  (solubilisé  dans  le méthanol  sauf l’extrait  aqueux  dans l’eau  distillée)  sont  additionnés  à  un volume de l’émulsion précédente.
	 La  cinétique  de  décoloration  de l’émulsion  en  présence  et  en  absence d’antioxydant  est suivie à  490nm  à  des  intervalles  de  temps  régulières  pendant  quelques   heures.
	 L’activité  antioxydante relative des extraits (AAR) est calculée selon l’équation suivante : AAR=Abst=48h (échantillon)/Abs t=48h (BHT) x100 (Boudjellal, 2019).
	1.1.5. Test  de chélation  du fer
	Le pouvoir chélateur du fer est une méthode utilisée pour évaluer le pouvoir chélateur d’un extrait donné. En effet, la ferrozine forme avec le fer libre présent dans un milieu réactionnel un complexe ferrozine-Fe²+ de coleur violette intense.
	La quantification de ce complexe par spectrophotométrie à 562nm dans un milieu de concentration connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la capacité des extraits à chélater cet élément. Plus la coloration de la solution ...
	1.1.6. Test du pouvoir réducteur
	Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé à son pouvoir  antiradicalaire.  Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés à réduire le fer ferrique (Fe3+) présent  dans le complexe K3Fe(CN)6  en fer ferreux (Fe 2+) , la liaison ...

	1.2. Activité antioxydante in vivo
	1.2.1. Dosage MDA (malondialdéhydes)
	1.2.2. Dosage de l'activité catalase


	2. Activité anti-inflammatoire
	2.1. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro
	2.1.1. Test de stabilisation des membranes d’érythrocytes via l’induction d’hémolyse des globules rouges par hypotonie et par chaleur
	2.1.2 Inhibition de l’activité des protéases
	2.1.3 Méthode de dénaturation de l’albumine

	2.2 Évaluation d'activité anti inflammatoire in vivo
	2.2.1. Œdème de l’oreille induit par l’huile de croton chez la souris
	2.2.2. Perméabilité vasculaire induite par l’acide acétique chez la souris


	3. Activité antimicrobienne
	3.1. Evaluation d’activité antimicrobienne
	3.1.1. Méthode de diffusion
	C’est un criblage préalable qui vise à mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne sans pour autant la quantifier. Le test est réalisé par la méthode de diffusion sur gélose, qui est la même que la technique de l’antibiogrammeen remplaç...
	 Limitée si la zone d’inhibition est inférieure à 15mm.
	 Résistante si la zone d’inhibition est nulle.
	3.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice


	4.Activité anti cancéreuse
	Des études mettent en évidence les effets protecteurs des extraits végétaux  vis-à-vis des promoteurs des tumeurs ( Lahmer et Messai, 2017).
	4.1. Evaluation d’activité anti-cancéreuse in vitro
	4.1.1. Tests de cytotoxicité
	4.1.2. Marquage des cellules par l’anticorps anti-PHH3
	4.1.3. Incorporation de BrdU Les cellules
	4.1.4. Test Alamar bleu
	4.1.5. Test WST-1

	4.2. Evaluation d'activité anti cancéreuse in vivo
	4.2.1. Détermination du pourcentage de cellules en phase M (IM)
	4.2.2. Détermination du pourcentage de cellules en phase S    .  (%S)
	4.2.3. Détermination de la phase du cycle cellulaire ciblée


	5. Activité antiulcéreuse in vivo
	6. Activité antidiabétique
	6.1. Evaluation d’activité antidiabétique in vitro
	6.1.1. Test d’inhibition de l’alpha- amylase
	6.1.2. Effet des extraits sur l'inhibition d’Alpha-glucosidase
	Plusieurs études ont montré que les extraits des plantes médicinales peuvent améliorer le taux de la glycémie. Un des mécanismes possibles est l’inhibition de l’α-glucosidase (Marref,  2018). Alpha-glucosidase inhibe de façon compétitive l'hydrolyse d...

	6.2. Evaluation d'activité antidiabétique in vivo
	6.2.1. Etude à court terme
	6.2.2. Test de tolérance orale au glucose
	Nombre des rats normaux à jeun ont été répartis ont deux groupes (n=5), et ont été traités par voie orale par l'extrait EA à 100 et 500 mg/kg p.c., 60 min avant le gavage d'une solution de glucose (2g/kg p.c.). La glycémie a été mesurée à 0 min (avant...
	6.2.3. Etude à long terme (7jours)
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