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Résumé

La phytothérapie peut constituer une médecine alternative ou un complément a la
pharmacie classique, mais certaines plantes utilisées a des fins thérapeutiques peuvent
présenter une menace pour la santé humaine a fortes doses, par conséquence des recherches
sur leur toxicité sont nécessaires dans l'intérét du consommateur. Pour cela on a suggéré
nécessaire d’évaluer [D’activité hémolytique des quatre extraits de Bunium mauritanicum,
Chamaerops humilis (graine), Chamaerops humilis (péricarpe) et Urtica dioica, in vitro vis-

a-vis les globules rouges humains.

Les résultats montrent que le pourcentage d’effet hémolytique augmente en fonction de
la concentration d’extrait ; les deux taux élevés (7.97 + 0.96% et 7.60 + 1.60%) sont obtenus
avec les deux extraits aqueux d’Urtica dioica et le péricarpe de Chamaerops humilis a une
concentration de 100 mg/ml respectivement, et ces deux extraits sont considérés comme étant
les plus toxique vis a-vis les érythrocytes humains, comparés aux autres extraits (Bunium
mauritanicum, et les graines de Chamaerops humilis) qui présentent un taux d’hémolyse trés
faible de (3.28 £ 0.40%, et 2.85 + 0.30%, respectivement). Ces extraits sont plus moins

toxiques que I’extrait d’Urtica dioica et le péricarpe de Chamaerops humilis.

Mots clés : Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis, Urtica dioica, plante

médicinale, métabolite secondaire, activité hémolytique, globule rouge.



Abstract

Herbal medicine may be an alternative medicine or at least as a complement to
conventional pharmacy, but certain plants used for therapeutic purposes may pose a threat to
human health at high doses, Research into their toxicity is therefore necessary in the interest
of the consumer. For this, it was suggested that the hemolytic activity of the four extracts of
Bunium mauritanicum, Chamaerops humilus (seed), Chamaerops humilus (pericarp) and

Urtica dioica, in vitro to human red blood cells, should be evaluated.

The results show that the percentage of hemolytic effect increases with the
concentration of extract, both elevated levels (7.97 £ 0.96% and 7.60 £ 1.60%) is obtained
with the two aqueous extracts of Urtica dioica and the pericarp of Chamaerops humilis at a
concentration of 100 mg/ml respectively, and these two extracts are considered to be the most
toxic to human erythrocytes, compared to the other extracts (Bunium mauritanicum, and
Chamaerops humilis seeds) which have a very low hemolysis rate of (3.28 + 0.40%, and 2.85
+ 0.30%, respectively). These extracts are less toxic than Urtica dioica extract and
Chamaerops humilis pericarp.

Keywords: Bunium mauritanicum, Chamaerops humilus, Urtica dioica, medicinal

plant, secondary metabolite, hemolytic activity, red blood cell.
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pl : micro litre.

C humilis : Chamaerops humilis.
CE : concentration efficace.

D : décoction.

DO : densité optique.

ED : eau distillée.

ES : extrait sec.

FeCls: tri chlorure de fer.

GB : globule blanc.

GR : globule rouge.

H,SO : acide sulfurique.

Hb : hémoglobine.

Hcl : chlorure d’hydrogéne.

HE : huile essentiel.

I : infusion.

IC : concentration inhibitrice.
KCI : chlorure de potassium.
Kh2 Po4 : dihydrogénophosphate de potassium.
K1 : iodure de potassium.

M : macération.

Me : masse de ’extrait sec (en g).

Mp : masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction (en g).



Liste des abréviations

Mg : tournure de magnésium.
mg/ml: milligram / millilitre.
MGG : May Griinewald Giemsa.
Mm : milli mole.

ml : millilitre.

MS : Matiere séche.

Na CI : chlorure de sodium.

Na Oh : hydroxyde de sodium.
Na2 Hpo4 : hydrogénophosphate de sodium.
nm : nanometre.

PA : principe actif.

PBS : Phosphate Buffered Saline.
pH : potentiel d’hydrogene.

SE : suspension €erythrocytaire.

T : témoin.
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Introduction

L’Algérie posséde une flore extraordinairement riche et variée (Boutlelis, 2014), il
existe environ 3000 especes de plantes dont 15 % sont endémiques, appartenant a plusieurs
familles botaniques (Gaussen and Leroy, 1982). Qui sont utilisées depuis des siecles comme

remedes aux maux humains car elles contiennent des composes a valeur thérapeutique.

Plus récemment, l'organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé qu'environ 80 % de
la population de la planéte utilise des préparations traditionnelles & base des plantes pour les
soins de santé primaire (Lhuillier, 2007).

Les composeés d'origine naturelle ont I'avantage d'étre de structure chimique tres diverse,
et ils ont également une trés large gamme d'activité biologique (Bérubé-Gagnon, 2006). Par
conséquence, les plantes médicinales sont trés importantes pour la recherche et le
développement de médicament, et peuvent é&tre directement utilisées comme agents
thérapeutiques, ou comme matieres premieres pour la synthése de médicament ou comme

modeles de composes actifs de médicament (Decaux, 2002).

Les plantes médicinales ont toujours eu une grande influence et ont pris une place

importante dans la vie quotidienne des Algériens (Benayache and Belbache, 2017).

Mais malgré leurs propriétés thérapeutiques, doivent étre utilisées avec une extréme
prudence en raison du risque possible de toxicité (Fouché et al., 2000), d’ailleurs les plantes
sont également reconnues par leurs effets toxiques, ainsi toute substance biologiquement
active peut produire des effets indésirables voire nocifs a fortes ou faibles doses, lorsqu'elle
est administrée pendant des périodes prolongeées, selon la toxicité de la substance au niveau de
I'organisme, dépend de la nature de la substance, la posologie et la durée d'exposition
(Aissani, 2022), et méme une forte posologie peut nuire a la santé, voire mortelle (Harhouz
and Korichi, 2021).

Cela nous a incités a étudier I’effet hémolytique in vitro de trois plantes médicinales
spontanées pour évaluer la cytotoxicité de ces trois plantes médicinales sur les érythrocytes

humains, afin de protéger le consommateur des effets toxique des plantes médicinales.

Dans notre travail de mémoire intitulé « contribution a 1’é¢tude de 1’effet hémolytique
des extraits aqueux de trois plantes spontanées », nous nous sommes intéressées a 1’étude de

I’effet hémolytique des trois plantes médicinales spontanées ; Bunium mauritanicum,
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Introduction

Chamaerops humilis et Urtica dioica, et pour répondre aux objectifs fixés a ce travail ; deux

parties ont été abordées :

La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique, qui contient trois

chapitres :

Chapitre | est consacré en premier lieu aux descriptions des plantes médicinales, les
métabolites secondaires et I’importance de la phytothérapie, qu’on considére comme

essentiels a la compréhension du travail.

Chapitre 11 présente une généralite sur les différentes constitutions du tissu sanguin et

une description du phénomeéne de I'hémolyse.

Chapitre 111 présente une généralité sur les trois plantes médicinales qui vont étre
évaluées pour leur effet hémolytique (Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica

dioica).

La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale, qui est divisée en deux

chapitres :

Chapitre 1 présente le matériel et les différentes méthodes qui se résument comme

suit :

e Une étude ethnobotanique des trois plantes dans la région de Tiaret.
e Préparation des extraits par trois méthodes, suivie par le criblage phytochimique
des différents métabolites secondaires pour chaque extrait.

e Evaluation de I’activité hémolytique des trois plantes sélectionnées.

Chapitre 11 présente une synthése des principaux résultats obtenus et leurs discussions

que nous essayerons de développer.

Enfin une conclusion essentielle afin de cléturer ce travail, qui résume nos résultats en
présentant les principaux points pour mieux approfondir ce travail, et qui propose des

perspectives pour des études ultérieures.



Syntheése

bibliographique




Chapitre 1 : Plantes

médicinales et phytothérapie




Chapitre | Synthése bibliographique

1. Définition

Les plantes médicinales sont définies par la pharmacopée francaise comme « drogue
végetale au sens de la pharmacopée européenne, dont certains au moins ont des propriétés
médicinales », d’ailleurs « une drogue » est une plante ou une partie de plante qui est utilisée
fraiche ou sous forme séchée (Fouché et al., 2000). Plus communément les drogues désignent
les matiéres premiéres naturelles utilisées dans la fabrication des médicaments (Mohammedi,
2013).

2. Récolte et conservation
2.1.Récolte des plantes

La cueillette se fait par temps sec aprées le lever de soleil, lorsque la rosée a disparu. Et
la cueillette des fleurs et les feuilles se fait avant qu'elles ne fleurissent. Les tiges, les
bourgeons et les racines récoltées doivent étre saines et élastiques (Beloued, 2005). Les
bourgeons et les fruits se cueillent au printemps ; et pour 1’écorce ; plus il est agé, plus ses

propriétés médicamenteuses augmentent (Metuedjo, 2003).
2.2.Conservation des plantes

Pour la conservation des plantes, les parties mortes doivent étre retirées, puis placées
dans un endroit aéré pour les faire sécher (les racines sont séchées a l'air libre et a l'abri de
I'numidité). Les fleurs, les feuilles et les graines doivent étre séchées et étalées sur une étagere
ou suspendues en paquets individuels (Beloued, 2005). Et il est strictement déconseillé de
ranger les plantes cueillies dans un sac en plastique, autrement disent elles fermentent trés
rapidement (Metuedjo, 2003).

2.3.Partie de la plante utilisée

Seules les plantes ayant fait preuve de leurs vertus médicinales ont un intérét en
phytothérapie. Les parties les plus concentrées en principes actifs seront choisies, donc il peut
s’agir de la plante entiere, des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries, de
I’écorce, des racines, des fruits ou des fleurs, utilisées fraiches ou séches. Des modes de
préparations seront privilégiés en fonction de la partie de la plante concernée, de la nature du
principe actif qu’il soit hydrophile ou lipophile et du type de patient qui va la recevoir (Nelly,
2013).
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3. Phytothérapie

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques :
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement™ (Chabrier, 2010).
La phytothérapie est une médecine traditionnelle qui utilise les principes actifs des plantes a

des fins thérapeutiques (Lamendin et al., 2004).
Deux types de pratique peuvent étre distingués :

* Une pratique traditionnelle, autrefois ancienne, d'utilisation des plantes basée sur leurs
bienfaits découverts empiriqguement, une forme de médecine traditionnelle qui est encore

largement utilisée dans certains pays.

» Une pratique basée sur les avancées scientifiques et la recherche sur les principes
actifs (phytochimiques) des plantes, qui s'apparentent a des médicaments (Fonteneau and
Mathieu, 2008).

Cette médecine douce est tres développée aujourd’hui dans les pays occidentaux. Elle se
répartit en différentes spécialités telles que : la phytothérapie pharmaceutique, 1’herboristerie,
I’homéopathie, la gemmothérapie, 1’aromathérapie et la phytothérapie chinoise (Strang and
Bat, 2006; Pirard, 2016).

4. Réglementation

Les plantes médicinales peuvent étre a la fois bénéfiques et dangereuses, et certaines
d'entre elles sont classées comme toxiques, il est donc nécessaire de réglementer pour

normaliser I'utilisation des plantes médicinales (Meziani and Belhout, 2017).

En Algérie la phytothérapie et le commerce des plantes médicinales sont tres peu
réglementés (Cheballah et al., 2021). Contrairement aux payes occidentaux, toutes les plantes
médicinales ne sont pas en vente libre dont certaines étant réservées aux pharmacies (Létard
etal., 2015).


file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_53
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_121
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_83
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_83
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_172
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_172
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_158
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_143
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_54
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_124
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_124
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5. Avantages et inconvenients de la phytothérapie
5.1.Avantages

La phytothérapie posséde de nombreux avantages qui ayant fait preuve de retour a son
utilisation (Grenez, 2019), un réle écologique ; les plantes sont prélevées de la nature et y
retournent apres métabolisation dans I’organisme. Au contraire des médicaments provenant de
I’industrie chimique, qui accumulent dans 1’environnement des substances médicamenteuses
potentiellement toxiques. Et un rble économique ; les produits de phytothérapie sont en

géneral bien moins chers que les produits de medecine classique (en particulier les tisanes).
5.2.Inconvénients

La phytothérapie est une thérapie naturelle, mais ce n’est pas une médecine douce

comme peut le penser un grand nombre de personnes (Grenez, 2019).

Le mangue de preuves scientifigues n'est pas en faveur de [lefficacité de la
phytothérapie, la plupart des déclarations concernant les effets thérapeutiques sont faits par
des praticiens eux-mémes. Beaucoup d'entre eux n'ont pas été veérifiés scientifiguement. Le
diagnostic souvent imprécis, le moyen de diagnostic connu est Il'odorat, apparition des
symptdmes, testes d'efficacité non connus, interrogation des esprits et ancétres chez certaines
religions. Ainsi que, le dosage des produits est arbitraire et imprécis. De méme les méthodes

de préparation sont non hygiéniques (Abayomi, 2010).
6. Mode d’utilisation et de préparations des plantes médicinales

Les modes d’utilisation des plantes sont divers : par voie interne (absorption orale), ou
externe (cataplasme, lotion, gargarisme, bain de bouche, bain, injection et fumigation)
(Létard et al., 2015).

Les principales méthodes de préparation des éléments actifs les plus fréqguemment

employeées sont :
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6.1.Décoction

Ce mode d’extraction s’applique aux parties les plus dures de la plante (racine, graine,
bois ou écorce) qui libérent difficilement leurs propriétés chimiques. Elle consiste a bouillir
les plantes dans de I'eau froide pendant 2 a 5 minutes, et I'écorce, les racines et les tiges

pendant 5 a 10 minutes selon le cas (Nogaret-Ehrhart, 2003).
6.2.Infusion

Ce procédé est utilisé pour 1’extraction des principes actifs contenus dans les parties
fragiles de la plante, selon le type de plante qui s’altérent rapidement par la chaleur. Une
solution est obtenue en versant de I'eau bouillante sur la plante pendant 5 a 10 minutes
(Beloued, 2005 ; Nogaret-Ehrhart, 2003).

6.3.Macération

Cette méthode d’extraction est utilisé pour des principes actifs tres solubles a froid ou
altérables aux hautes températures. Une solution obtenue en traitant la plante plus ou moins
longtemps (heures, jours, voire semaines) en immersion dans de I'eau froide ou de I’huile

pour en extraire les composants solubles (Beloued, 2005; Belkacemi and Kalla, 2017).
7. Principes actifs des plantes

Le principe actif est définit comme une molécule présentant un effet thérapeutique
curatif ou préventif pour I’homme ou 1'animal (Amroune, 2018), contenu dans une drogue

végétale ou une préparation a base de plante médicinale (Benghanou, 2012).

Cependant, en plus des métabolites primaires classiques (glucides, protéines, lipides,
acides nucléiques), ils accumulent souvent des métabolites dits "secondaires” dont la fonction
physiologique n'est pas toujours évidente mais qui représentent une source importante de
molécules disponibles pour 'nomme. Contrairement a la pharmacologie ou a I'agroalimentaire
(Jeaun et al., 2005).
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8. Métabolite secondaire

L'une des principales ingéniosités des plantes réside dans leur capacité a produire une
gamme trés diversifiée de substances naturelles. Les métabolites secondaires sont produits en
tres petites quantités et a ce jour plus de 200 000 métabolites secondaires ont été isolés

d'espéces végétales, en I'occurrence classées selon leur affiliation chimique (Cuendet, 1999).

Parmi ces métabolites isolés: les tanins, les mucilages, les saponines, les terpénoides,
les alcaloides, les composés phénoliques.... etc. Ces derniers présentent des propriétés
physiologiques assez différentes, telles que les effets antiallergiques, antioxydants,
anticancéreux, anti-inflammatoires, antibactériens, anti-thrombotiques, cardio-protecteurs et

vasodilatateurs (Belhaoues, 2018).
8.1.Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre principalement répartis en 03 catégories : les
terpénoides, les composés phénoliques et les substances azotées (alcaloides) (Marouf and
Reynaud, 2007).

8.1.1. Composé phénolique

Les composés phénoliques constituent une grande classe de substances qu'il est difficile
de définir simplement. L'élément structurel de base qui les caractérise est la présence d'au
moins un cycle benzénique directement lié a au moins un groupement hydroxyle libre ou

participant a une autre fonction : éther, ester et hétéroside (Bruneton, 2009).
8.1.1.1.Acide phénolique simple

Le terme acide-phénol peut s'appliquer a tous les composes organiques ayant au moins
une fonction carboxyle et un groupement hydroxyle phénolique (Wichtl and Anton, 2009), la
pratique courante en phytochimie conduit a n'utiliser ce nom que pour les dérivés des acides
benzoique et cinnamique, mais certains auteurs sont plus restrictifs : il n’est pas utilisé le
terme acide phénolique pour désigner les dérivés C6-C1, y compris les dérivés cinnamiques

dans la classe plus large des phényl-propanes (Bruneton, 2009).
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8.1.2. Flavonoide

Le terme des flavonoides provient du terme flavus c'est-a-dire jaune (MaleSev and
Kuntié, 2007), ils forment des pigments responsables de coloration jaune, orange ou rouge de
differents végétaux (Havsteen, 2002). lls sont définis comme un ensemble de nombreux
composés naturels regroupés en plusieurs familles. Il existe prés de 6 500 espéces de
flavonoides regroupées en 12 classes dont les plus importantes sont; les flavones, les
flavonols, les flavanones, les isoflavones et les anthocyanes (Belhaoues, 2018).

Les flavonoides s'amassent généeralement dans les cellules épidermiques, les organes

végétaux tels que : les fleurs, feuilles, tiges, racines et graines (Sakihama et al., 2002).
8.1.3. Tanin

Cette classe représente le nom générique descriptif de substances phénoliques
polymeériques, avec un poids moléculaire compris entre 500 et 3000, qui, en plus des réactions
classiques des phénols, ont la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d'autres
protéines. Les tanins se caractérisent par un goQt astringent et sont présents dans toutes les
parties de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines (benhammou, 2012).

Il existe deux groupes de tanins différents : les tanins hydrolysables et les tanins

condenses (Jarrige and Ruckebusch, 1995).
8.1.4. Coumarine

Le nom coumarine vient de "cumaru”, le nom amazonien de l'arbre de feve tonka qui

contient 1 a 3% de coumarine (Bruneton, 2009).

La coumarine est également le point de départ d'une famille de composés formés par
substitution sur le cycle aromatique, similaires aux dérivés de l'acide cinnamique (Ducerf,
2014).
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8.1.5. Alcaloide

Les alcaloides sont des substances organiques d'origine végétale contenant de l'azote,
ayant un caractere basiques et présentent une structure moléculaire hétérocyclique complexe
(Badiaga, 2011), ainsi qu’ils sont considérés comme I'un des principaux meétabolites
secondaires, dont environ 12 000 sont connus, synthétisés a partir d'acides aminés (Meyer et
al., 2019).

8.1.6. Terpeénoide et stéroide

Les terpénoides et les stéroides sont probablement la plus grande classe de composés
secondaires. lls sont issus du méme précurseur et assemblés a partir d'unités ramifiées a 5
carbones, issues du 2-méthylbutadiéne (polymére de l'isoprene). Le nombre d'unités isopréne
définit les différentes classes de terpénes (Krief, 2003).

Les isoprénoides sont des métabolites omniprésents dans tous les organismes vivants
(Maurice, 2012).

8.1.7. Quinone

Ce sont des molécules oxygénées, correspondantes a I'oxydation des dérivés
aromatiques par deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par des motifs 1,4-
dicétocyclohexa-2,5-diénique (para-quinone), ou principalement par des motifs 1,2-

dicétocyclohexa-3,5-diene (ortho-quinone) (Bruneton, 1999).
8.1.8. Saponoside

Les saponines sont une grande classe d’hétérosides trés courants dans les plantes. Ils se
caractérisent par leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent dans I'eau, dont ils forment
des solutions moussantes (Bruneton, 2009). Ils sont une grande classe de glucosides
largement distribués dans les plantes supérieures, et peuvent considérés comme un large

éventail de propriétés, y compris leur godt sucré et amer (Grenby, 1991).
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9. Quelques effets biologiques des métabolites secondaires

Les plantes médicinales possédent plusieurs activités ; activité anti-inflammatoire du au

produits naturels tels que les catéchines, I'acide gallique et les huiles essentielles (Sakat et al.,

2010; Chippada et al., 2011). Une activité anti-oxydante ; du au vitamine E (tocophérol),

vitamine C (acide ascorbique), Q (ubiquinone) ou les caroténoides alimentaires (Bamba et

al., 2021), et beaucoup d’autres qui figure dans le tableau 1.

Tableau 1: Effets biologiques des différents métabolites secondaires.

Métabolite secondaire

Effet biologique

Tanin

Activité anti-diarrhéique, antiseptique, antioxydant vasoconstricteur,
limitent la perte en fluides, active la régénération des tissus
(Bruneton, 1999; Dib, 2008).

Alcaloide

Systeme nerveux central, systeme nerveux autonome, systeme
cardiovasculaire, anti-tumoraux, anticancéreux, antiparasitaires
(Iserin et al., 2007).

Terpéne

Activité anti-inflammatoire, antifongique, anti-leishmaniale,
antibactérienne, et anticancéreuse (Mendanha et al., 2013).

Flavonoide

Activité vitaminique , anti-ulcérogéne, anti-inflammatoire, anti-
hépatotoxique, antibactérienne, antivirale, antiallergique, caractére
diabétique (Ghedira, 2005; Dib, 2008), hypotenseurs et diurétiques
(Boual et al., 2013).

Acide phénolique

Activité antifongique, antioxydante, antibactérienne (Dib, 2008).

Coumarine

Protectrice vasculaire et anti-oedémateuse (Kabera et al., 2000).
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10. Toxicité des plantes

Une plante est considérée toxique lorsqu’elle contient une ou plusieurs substances
nuisibles pour I’homme ou pour les animaux, et dont 1’utilisation provoque des troubles variés
plus ou moins graves voire mortels (Flesch, 2012 ; Mukinda, 2005). Certaines de ces
molécules sont trés toxiques, tandis que d’autres ne sont que plus légérement pour 1’humain
(Makkar et al., 2007).

Tous les organes de la plante contiennent les éléments toxiques, mais surtout les
racines et les graines qui renferment des alcaloides et qui ont une toxicité principalement

neurologiques et cardiaque (Flesch, 2012).
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Chapitre 11 Synthése bibliographique

1. Sang

Le sang est un tissu liquide circulant dans 1’organisme, en moyenne de 5 litres qui
circulent dans le corps humain (De Bouyalsky, 2013). Formé de deux partie ; partie cellulaire
ou éléments figurés du sang (érythrocytes, leucocytes, les thrombocytes) produit de
I’hématopoiese ; qui baigne dans le plasma partie liquide ; dont la fonction principale est de
transporter 1’oxygeéne vers tous les organes. Il joue également un réle primordial dans

I’immunité et I’hémostase (Isaac et al., 2013; Grignon, 1996).
1.1.Plasma

C’est un liquide biologique du sang dans laquelle baignent les GR, les GB et les
plaquettes, de couleur jaune péle ; un pH alcalin (Grignon, 1996), composé de 90 a 91%
d’eau, 7 a 8% de protéines plasmatiques; albumine, globuline, fibrinogéne, 1 a 2% d’ions

inorganiques, d’hormones et d’enzymes (Brooker, 2000; De Bouyalsky, 2013).
1.2.Globule rouge

Les globules rouges sont les cellules les plus abondantes dans le sang. La moelle

osseuse produit 200.10° cellules érythrocytaires par jour (Lenormand, 2001).

Les globules rouges (RBC), (érythrocytes ou hématies), sont des cellules de 6,8 a 7,5
um, qui ont la forme biconcave. La durée de vie moyenne d'un globule rouge est de 120 jours
(Mohandas et Gallagher, 2008). La forme particuliére des globules rouges leur confere une
plus grande surface par rapport a leur volume qu'une forme sphérique, facilitant ainsi
I'échange d'oxygene (02) des poumons vers les tissus et expulsant le gaz carbonique (CO2) en
sens inverse (Aguilar-Martinez et al., 2007).
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Figure 1: Globules rouges, A : (Macey, 2004), B : (Originale, 2023).

1.2.1. Membrane érythrocytaire

La membrane plasmique des érythrocytes est constituée d'une bicouche lipidique dans
laguelle s'insérent de nombreuses protéines reliées au cytosquelette sous-membranaire
(Manaargadoo-Catin et al., 2016) ; les lipides membranaires comprennent de phospholipide,
de cholestérol non estérifié et les glycosphingolipides. Et certaines de ces glycoprotéines et
certains glycolipides expriment des déterminants du groupe sanguin a la surface des cellules

sanguines (Dodge et al., 1963).

Elle contient aussi des protéines membranaires importantes ayant un role principal dans
les échanges avec le milieu extérieur comme les pompes d’ATPase, Na*/K* et Ca?*, les
protéines transporteurs d’anions, d’eau et du glucose (Bichis and Huber, 2000). Ces
protéines jouent également un role dans la stabilité et ’ancrage des globules rouges avec le

cytosquelette cellulaire (Elgsaeter et al., 1986).
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Structures antigéniques
Sy ‘\\\ Protéine 3
Glycophorine — R R /
\ f 3

Ext
Bicouche
lipidique
Int.

Protéine 4.1

Ankyrine

Figure 2: Structure de la membrane érythrocytaire (Merlo, 2018).

1.2.2. Constituant intra érythrocytaire

Le contenu érythrocytaire est riche en hémoglobine qui représente 33% des constituants
érythrocytaires, qui assure le transport du dioxygene (Oz), mais trés pauvre en organites qui
n'existent qu'a 1'état de trace. Le reste est représenté par 63% d’eau et 4% d’enzymes et
électrolytes (Smaili, 2005). L'hémoglobine est une protéine mieux connue cependant, il peut
étre toxique, surtout lorsqu'il se trouve a l'extérieur des globules rouges (Everse and Hsia,
1997; Ziouzenkova et al., 1999).

1.3.Plaquette

Les plaquettes sont des fragments cellulaires anucléés résultant de la fragmentation
d’un précurseur médullaire (le mégacaryocyte) (Adili, 2007), elles ont une durée de vie de 7 &
10 jours. lls jouent un rdle essentiel dans I'hémostase. Les plaquettes apparaissent en forme
irréguliére qui circulent librement dans le sang (Alberts et al., 2008).

1.4.Globule blanc

Les globules blancs sont également appelés les leucocytes, sont des cellules nucléées
plus volumineuses que les globules rouges. lls se regroupent en polynucléaires, monocytes et
lymphocytes (William and Linda, 2000).
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2. Anomalies morphologiques des globules rouges

Les anomalies morphologiques des GR sont liées a la forme, la taille et la teinte comme

elles sont présentées dans le tableau 2 (Cotton et al., 2001; Fenneteau et al., 2006).

L’hématie a 1’état normal a une forme discoidale. Cependant, différentes anomalies
constitutionnelles de la membrane ou de I’hémoglobine, et plus rarement des enzymes
érythrocytaires, peuvent entrainer une déformation du globule rouge. Ces anomalies de forme
peuvent étre evocatrices d'une pathologie constitutionnelle du globule rouge, mais la plupart
sont aussi retrouvées de facon non spécifique dans des pathologies acquises (Fenneteau and

Maier-Redelsperger, 2000).

Tableau 2: Anomalies des globules rouges.
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Anomalie

Description

Dacryocytes

GR en forme de larmes (Figure 3.A).

Echinocytes

GR en forme d’oursin, a leur surface de petites projections, fines réguliéres
(Figure 3B).

Drépanocyte |GR en forme de faucille, allongé avec des extrémités effilée (Figure 3.C).
Acanthocytes |GR avec des spicules et de longueur variable et denses (Figure 3.D).
Stomatocytes |De taille normale et en forme de bouche (Figure 3.E).

Schizocytes

GR de formes différentes (casque, cercle, en triangle....) (Figure 3.F).

GR fantdmes

GR sont totalement vidés de leur contenu en Hb (ghost) (Figure 3.G).

sphérocytose

Petits et en forme de sphére, dense et hyperchromatique (Figure 3.H).

Corps de

pappenheimer

Petit granule sombre, unique, de 0.5 um de diametre, d’une couleur bleu au
MGG, souvent situé en périphérie de GR (appelée les sidérocyte) (Figure
3.0

Les corps de Heinz

Ils apparaissent sous forme d’inclusions rondes ou irrégulieres, d’une taille
assez variable avec une couleur bleu avec coloration supra vitale (Figure
3.J)

Anisocytose

De taille différente.

microcyte

De taille diminuée.

macrocyte

De taille augmentée.

hypochromie

Résulte d’une diminution de la concentration en hémoglobine.

poikylocytose

De formes différentes (arrondies, ovalaires, en raquette....) (Figure 3.K).
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Figure 3: Observation microscopique des frottis (A: Dacryocyte, B: Echinocyte, C:
Drépanocyte, D: Acanthocyte, E: Stomatocyte, F: Schizocyte, G: Hématie fantéme, H:
Sphérocytose, I: Corps de pappenheimer, J: Corps de Heinz, K: poikilocytose.

3. Hémolyse

L’hémolyse (hemo : sang, lyse : perturbation) c’est un phénomene irréversible par
lequel les globules rouges sont détruits et libérent leurs contenus notamment 1’hémoglobine
(Hb) dans le liquide environnant apres une durée de vie de 120 jours qui est un laps de temps

normal (hémolyse physiologique) (Aguilar-Martinez et al., 2007; Thomas, 2013).

Dans certains cas 1’hémolyse est exagérée et réduisant ainsi la durée de vie des globules

rouges (Ucar, 2002).
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3.1.Hémolyse physiologique

Chaque jour, 1% des GR est pris en charge par des macrophages du systeme réticulo-
endothélilal. 1l est remplacé par 1% de réticulocytes émanant du pool de la moelle. Lors du
vieillissement, les enzymes de la glycolyse deviennent moins efficaces avec perte d’énergie
et de déformabilité ; a un moment donné le GR n’est plus apte a traverser le lit capillaire et est
phagocyté par le systéme réticulo-endothélilal. Les macrophages sont répartis dans divers
organes, mais ce sont ceux de la rate (cellules littorales) qui sont les plus sensibles aux

altérations des globules (Bossuyt and Boeynaems, 2001; Aguiah Vianou, 2006).

3.2.Hémolyse pathologique

3.2.1. Hémolyse intra-vasculaire

Elle se passe a I'intérieur des vaisseaux et libere de I’hémoglobine directement dans le
plasma. La partie protéique de I’hémoglobine se fixe sur ’haptoglobine synthétisée par le
foie, qui va étre capté par I’hépatocyte ou 1’hémoglobine est dégradée (Aguilar-Martinez et
al., 2007). Ce n’est qu’en cas d’hémolyse exagérée comme dans les anémies hémolytiques
que les autres processus se mettent en route (Bossuyt and Boeynaems, 2001; Cotton et al.,
2001).

3.2.2. Hemolyse intra-tissulaire

C’est un raccourcissement de la durée de vie des globules rouges a cause d’une
destruction précoce et exagérée des hématies circulants résultant de deux mécanismes qui
peut étre intrinseque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinséque (Hémolyse extra-
corpusculaire). Ce processus peut étre congeénital ou acquis, il affecte toujours un des
constituants vitaux des globules rouges : membrane, enzyme, hémoglobine (Hb) (Beaumont

and Canonne-Hergaux, 2005).

Des différentes causes peuvent provoquer une hémolyse exagérée, qui peut étre
intravasculaire ou intratissulaire (moelle osseuse, foie et rate), aigué ou chronique , dont les
étiologies peuvent étre : certaines anémies, des accidents transfusionnels, les plantes
toxiques, médicaments, les parasites sanguins, les infections que ce soit bactérienne ou bien
viral ...etc (Rebar, 1991).
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1. Bunium mauritanicum
1.1.Description botanique

Bunium mauritanicum est une plante ; vivace, herbacée, annuelle et sauvage, a tige
dressée, fistuleuse, striée, rameuse, qui peut atteindre 60 cm de haut ; a feuilles découpées a
segments étroits, linéaires, d'un vert foncé. Les fleurs en ombrelle de couleur blanche, a racine

tubéreuse (Couplan and Styner, 1994).

Partie souterraine tubercule brunédtre ayant le volume et I'aspect d'une truffe
géneralement arrondi de 1-2 cm de diamétre, brunatre a I’extérieur, blanc a I’intérieur ; ces

tubercules sont comestibles (Couplan, 1994; Coste and Flahault, 1998).

" }:‘.)"" “ .'

4 ) ¥
i« FENLD :L“f

Figure 4: A: Vue d’ensemble de Bunium mauritanicum, B: Bunium mauritanicum
séché (Originale, 2022).
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1.2.Classification

Selon la classification décrite par (Cronquist and Takhtadzhﬁm, 1981) :

SOUS FEONE & .ottt e Tracheobionta.
DiVISION & .. Magnoliophyta.
ClasSe & e Magnoliopida.
Ordre & Apiales.
Famille @ ... Apiaceae.
NI & e Bunium.
ESPCe & o Mauritanicum.

1.3.Nom vernaculaire

Le nom arabe est; Talghouda, et gland de terre en francais (Boumediou and Addoun,
2017).

1.4.Distribution

Elle est présente en Afrique du nord, en Algérie et le Maroc (Mustapha, 2019). Elle est
commune dans les champs et les moissons, familiere des milieux ruraux dans toutes les

régions du Tell en Algérie (Boumediou and Addoun, 2017).
1.5.Composition en métabolites secondaires

Les graines de B. mauritanicum sont riche en coumarines, de Beta-Sitostérol, de

saccharose et d’acide oléique (Bousetla et al., 2015).

Ses racines poussent a I'état sauvage et ses tubercules sont riches en amidon et peuvent
étre consommés frais ou séchés sous forme d’une farine. Cette plante est composee de :
15,66% eau, 5,5% cendres, 7% substances azotées, 1,34% matieres grasses, 63,2% amidon et
congéneres, 6,4 % de cellulose (Benkhalifa et al., 2018).
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1.6.Propriétés et utilisations

Elle évoque pour certains une source alimentaire remarquable mais pour d'autres elle est
un symbole de misere qui rappelle la famine des années de disette
en particulier durant les années de la deuxieme guerre mondiale et durant Ila
période de la révolution nationale (1954-1962) (Boumediou and Addoun, 2017).

De nos jours, elle est souvent présente chez les herboristes pour son intérét et usage
thérapeutique, ayant des propriétés médicinales, leurs huiles essentielles ainsi que leurs

graines sont souvent utilisées dans 1’alimentation et la médecine (Jassbi et al., 2005).

Les tubercules sont utilisés pour traiter le goitre et le dysfonctionnement de la thyroide
(Boumediou and Addoun, 2017), la bronchite, la toux (Bousetla et al.,2011), les maux

d'estomac et le traitement des tumeurs (Halimi, 2017).

Les arabes récoltent les tubercules, les font dessécher, les réduisent en farine au moyen
d'un moulin portatif et consomment cette farine en mélange avec l'orge, sous forme de galette
(Ben Moussa, 2007; Filliat, 2012).

2. Chamaerops humilis
2.1.Description botanique

Chamaerops humilis est un palmier dioique de petite taille, il fait 2 métres de haut et se
caractérise par son stipe drageonnant (tronc) (Belhaoues, 2018), est une plante vivace qui
produit de nombreuses branches a sa base, de sorte que les plantes forment souvent de
grandes touffes (Kaddour, 2016).

la plante jeune se caractérise par des petites feuilles flexibles avec des pétioles garnis de
crochets incrustées dans un court tronc, par contre la plante adulte se distingue par des feuilles
parfaitement palmées, plus rigides avec des pétioles armés de crochets trés douloureux au
toucher (Albano, 2004), cette plante fleurit en mars-mai (Anstett, 1999).

Les fruits sont des petites dattes avec une pulpe fibreuse d’un golt rugueux légérement
sucrée non toxique, oblongues de 2 a 5 cm de longueur et de couleur brun rougeéatre a

maturité. L’inflorescence est un spadice peut atteindre jusqu’a 30 cm de long, gainé d’une
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spathe comprenant plusieurs fleurs jaunatres (Jacome et al., 2016), fleur uni ou bisexués

généralement sur des pieds différents (Rameau et al., 2008).

Figure 5: A, B : Vue d’ensemble du Chamaerops humilis, C : Fruits (baies), D : Stipe,
E : Cceur de stipe (Originale, 2022).
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2.2 Classification

Le nom de ce genre unique et spécifique vient des mots grecs "chamai : bas", "rops :
arbuste"”. C'est la seule espece du genre Chamaerops (Belhaoues, 2018).

GrOUPE & et Spadiciflores.
Ordre & o Palmales.
Famille : ... Arecaceae.
Sous-famille : ... Coryphoidaea.
TribU Corypheae.
GBNTE & Chamaerops.
ESPECe : oot et e e e HUmlS L

2.3.Nom vernaculaire

Nom vernaculaire arabe connu est ; ddm ou bien doum (Boullard, 2001; Bellakhdar,
2008), il est a noter qu’elle est connue sous d’autre nom ; palmier nain, palmier de

méditerrané, palmier éventail (Albano, 2002; Albano, 2004).
2.4.Distribution

Espéce thermophile xérophile (Rameau et al., 2008), considéré comme un bio-
indicateur thermos-méditerranéen. D’ailleurs, il n'est pas présent au-dela de 1000 m au-dessus

du niveau de la mer, étant plus commun dans les zones cbotiéres (Belhaoues, 2018).

Le doum est une espéce native d’Europe et de 1I’Afrique du Nord (Maire, 1957),
d’ailleurs c’est le seule palmier qui pousse en Europe. Le Chamaerops humilis on le trouve
sur le sol algérien qu'a I'état de broussailles trés basses (Martin-Dupont, 1900; Ponel and
Lemaire, 2012).
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2.5.Composition en métabolites secondaires

les extraits des feuilles et des fruits sont riche en tanins galliques, en composé azotés
(alcaloides), en flavonoides, en composés réducteurs, en saponines, en stéroides, en
terpénoides (Coelho et al., 2017), ainsi qu’en acides gras et le tocotriéne, qui est une forme
rare de vitamine E (Nehdi et al., 2014).

2.6.Propriétés et utilisations

Connu pour son utilisation beaucoup plus en médecine traditionnelle, pour traiter les
troubles digestifs (Benmehdi et al., 2012), les maux d'estomac (Hasnhaoui et al., 2001), le
diabete, par un mélange aqueux fait a partir des feuilles qui ont des effets hypo-glycémiants
(Gaamoussi et al., 2010) ; aussi les fruits sont utilisés contre la grippe, la toux et I’asthme
(Medjati, 2014).

Le Chamaerops est ornemental (Albano, 2002), dont il a un réle écologique, tres utile
pour lutter contre I'érosion et la désertification, car elle se régénere naturellement en cas
d’incendies (Motti et al., 2009).

3. Urtica dioica
3.1.Description botanique

L'ortie dioique ou grande ortie est une plante médicinale de la famille des Urticacées,
comme son nom l’indique, elle est recouverte de poils urticants et irritant (Fortin, 2020;
Bourgeois et al., 2016).

Urtica dioica est classé selon les plantes vivaces de 50 cm a 1 m de haut (Ducerf,
2014), les tiges robustes sont quadrangulaire (Couplan, 2012), les feuilles opposées en ceeur,
grappes deux par deux (Couret-Villeneuve, 1802), elles forment des grappes linéaires un peu
pendantes, et souvent géminés dans chaque aisselle (de Monet, 1815). Fructification pendante
; périanthe pubescent, graines ovales, de 1 a 2 mm de long, 0.75 mm de large, obtuses, brun

olive, trés denses (Beloued, 2005).
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Figure 6: Vu d’ensemble d’Urtica dioica (Originale, 2022).

3.2.Classification

Selon la classification d’APG Ill décrite par (Delahaye, 2015) :

RGN .. Plantae.

(O b LT SRR Eudicots.
SOUS-CIASSE = ..ot Rosidées.
SUPEFOFAIE & oottt Eurosidées.
(O] o | -SSR Rosales.
Famille & .o Urticaceae.

(C 1T o1 RS RSTTPTTR Urtica.
ESPECE o Urtica dioica.

3.3.Nom vernaculaire

Nom vernaculaire arabe d’Urtica dioica le plus cité dans la littérature est ; Hourriga et
al quaras (Ait Haj Said et al., 2016).

3.4.Distribution

Elle pousse dans les stations riches en nitrate, Djurdjura, Atlas de Blida, Miliana et
Akfadou (Beloued, 2005). On la trouve aussi autour des maisons, des villages, des bords de

chemins, des routes, des prairies agricoles, des haies, des clotures et vergers (Ducerf, 2014).
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3.5.Composition en métabolites secondaires

Cette plante contient des métabolites secondaires, essentiellement des flavonoides, des
tanins, des composés volatiles, des composés phénoliques (Maylie, 2006), mais aussi des
acides gras, des polysaccharides, des sterols, des terpenes des protéines, des vitamines et des
minéraux (Bertrand, 2008; Béchegra et al., 2022).

3.6.Propriétés et utilisations

Plusieurs propriétés médicinales lui sont attribuées : antiallergique, anti-inflammatoire,

antispasmodique, dépuratif du sang, diurétique et tonique (Andrew, 2013).

Les usages de cette plante se perpétuent dans différents domaines tels que la médecine
(Langlade, 2010), le domaine de I’agriculture, comme fertilisant et fongicide (Maylie,
2006), lI'alimentation, I'industrie agroalimentaire et en cosmétologie (Langlade, 2010).
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Materiel et méthodes Etude expérimentale

Notre étude porte sur trois plantes spontanées ; Bunium mauritanicum, Chamaerops

humilis et Urtica dioica.

Notre travail s’inscrit dans le but d’évaluer la toxicité hémolytique des extraits aqueux
de trois plantes médicinales (Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica dioica)
obtenus par trois techniques d’extraction ; dans le but final de voir si elles peuvent présenter

une menace pour la santé de I’homme.

Notre travail se repose sur trois parties distinctes :

e Une étude ethnobotanique.
e L’analyse qualitative de certains groupes chimique bioactifs.

e [’activité¢ hémolytique des plantes étudiées.

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biochimie, protection des végétaux

de la faculté de science de la nature et de vie-Tiaret.
Matériel et Méthodes
1. Matériel biologique
1.1.Matériel végétal

Le choix des trois plantes s’est porté sur Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et

Urtica dioica (Figure 7).

Le choix de la partie utilisée de la plante s’est basé sur une étude bibliographique et une
enquéte ethnobotanique auprés des herboristes ayant une connaissance de leurs usages et la

partie utilisée de la plante en médecine traditionnelle, comme ¢’est indiqué dans le tableau 3.
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Tableau 3: Parties utilisées pour chaque plante.

Etude expérimentale

Les plantes étudiées

La partie utilisée

Bunium mauritanicum

-Partie souterraine

(tubercule)

Chamaerops humilis

-Peéricarpe

- Graine

Urtica dioica

-Partie aérienne (feuilles et tige)

La récolte a été effectuée dans plusieurs régions de la wilaya de Tiaret selon la

disponibilité des espéces (Tableau 4).

Leur identification botanique a été confirmée par Mr Ait hammou un professeur a la

faculté SNV, Tiaret.

Tableau 4: Régions et période de cueillette des plantes étudiées.

La plante La région La période de cueillette
Bunium mauritanicum |  Sidi Hosni — Tiaret Décembre 2022
Chamaerops humilis Sidi Said — Tiaret Décembre 2022
Urtica dioica Mahdia — Tiaret Décembre 2022
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Figure 7: A: Tubercules de Bunium mauritanicum, B: Fruits (baies) de Chamaerops
humilis, C: Graines des fruits de Chamaerops humilis, D: Vue d’ensemble d’ Urtica
dioica (Originale, 2022).

1.2.Sang

Le sang a été obtenu afin de réaliser le test hémolytique, dont il a été prélevé a partir

d’un donneur unique sain agé de 25 ans.
1.3.Autres Matériel

Autres matériel de laboratoire utilisés consiste en différentes appareils (Figure 8),

verreries et produits chimique (Annexe 1).
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Figure 8 : Appareils utilises.
2. Méthodologie retenue

Nous rappelons que ce travail consiste a vérifier I’existence d’une toxicité de ces trois

plantes médicinales en évaluant leurs pouvoirs hémolytiques.

De ce fait, nous avons jugé important de commencer, tout d’abord, par une étude
ethnobotanique qui est indispensable pour connaitre le mode d’utilisation de ces trois
plantes, suivie d’une étude phytochimique, qui a pour objectif de détecter les différents
métabolites secondaires existants.
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2.1. Etude ethnobotanique

L’ethnobotanique est considérée parmi les disciplines scientifiques qui s’intéressent a la
phytothérapie traditionnelle, qui permet de traduire le savoir-faire populaire en savoir
scientifique et englobe les différentes recherches basées sur (Lahsissene et al., 2009):
I’identification des plantes medicinales ; les noms vernaculaires ; les parties utilisées ; le

mode d’utilisation et les propriétés médicinales et d’autres (Bourobou, 2013).
2.1.1. Enquéte ethnobotanique

Notre travail est fondé sur une étude ethnobotanique réalisée auprés de 50 herboristes
dans la wilaya de Tiaret, dont le but de prendre en connaissance du lieu de ces ressources
naturelles; I’importance de plante médicinale ; mode de préparation et les maladies traitées

par ces plantes.

Nous avons élaboré une fiche technique (Annexe 1) pour chaque enquéte, qui est
réalisée a ’aide d’un questionnaire sous forme d’entretien individuel. Le temps consacré a
chaque questionnaire était d’environ 15min. Lors de chaque entretien nous avons collecté
toutes les informations sur I’enquéte et les données inscrites sur les fiches d’enquéte ; ont été

classées, analysées, et représentées sous forme de graphe.
2.2. Préparation du matériel végétal

Les plantes sont récoltées et séchées a I’abri du soleil jusqu'a séchage complet, apres
elles sont broyées a I’aide d’un broyeur électrique et réduites en poudre. Les poudres obtenues

sont conservées dans un flacon en verre stérile, a 1’abri de I’humidité et la chaleur.
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Figure 9: A: Tubercule de Bunium mauritnicum séché, B: tubercule broyé, C:
péricarpe de Chamaerops humilis séché, D: péricarpe broyé, E: les graines de Chamaerops
humilis séchées, F: les graines broyées, G: la partie aérienne d’Urtica dioica séché, H: la

partie aérienne broyée, (Originale, 2022).
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2.3. Préparation des extraits

Les trois extraits sont préparés a partir des poudres selon les procédés classiques de
préparation d’extraits utilisés en milieu villageois (décoction, infusion et macération) d’apres

le protocole décrit par (Bohui et al., 2018) comme suit :
2.3.1. Décoction

Une prise de 10 g de poudre de chague plante a été introduite dans un bécher contenant
100 ml d’eau distillée. L’ensemble a été maintenu en ébullition pendant 15 minutes. Apres
refroidissement et filtration, le filtrat a été ensuite mis a I’étuve a 46°C pendant 24 heures. Les
extraits obtenus ont été pesés puis conservés dans un flacon stérile hermétiquement fermé, et
stockés dans un réfrigérateur a +4 °C (Ghedadba et al., 2014; Bohui et al., 2018) (Annexe
2).

2.3.2. Infusion

Une prise de 10 g de poudre de chaque plante a été introduite dans un bécher contenant
100 ml d’eau distillée bouillante. Le mélange est laissé a froid pendant 15 minutes. Aprés
filtration, le filtrat a été ensuite mis a I’étuve a 46°C. Les extraits obtenus ont été pesés puis
conservés dans un flacon stérile hermétiquement fermé, et stockés dans un réfrigérateur a
+4°C (Ghedadba et al., 2014; Bohui et al., 2018) (Annexe 2).

2.3.3. Macération

Une prise de 10 g de poudre de chaque plante a été introduite dans un bécher contenant
100 ml d’eau distillée. L’ensemble a été maintenu sous agitation magnétique pendant 24
heures a la température ambiante. Apres filtration, le filtrat a été ensuite mis a I’étuve a 46°C.
Les extraits obtenus ont été pesés puis conservés dans un flacon stérile hermétiquement
fermé, et stocké dans un réfrigérateur a +4 °C (Ghedadba et al., 2014; Bohui et al., 2018)
(Annexe 2).

2.4. Rendement d’extraction

Le rendement de I’extraction correspondant au rapport entre la masse de I’extrait sec
obtenu aprés évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale utilisée est calculé par

I’expression suivante :
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Rd (%) = (Me / Mp) x 100

Avec :

Rd (%) : Rendement en %.

Me : Masse de I’extrait sec (en g).

Mp : Masse de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction (en g).
2.5. Analyses phytochimiques

Ces tests se basent généralement sur 1’apparition d’une couleur distinctive ou d’une
précipitation spécifiqgue a la molécule chimique recherchée par des réactions en tubes
(Belhaoues, 2018). Les extraits secs ont été pesés et dissous dans de [1’eau distillée afin
d’avoir des solutions aqueuses d’une concentration de 1 mg/ml pour tous les échantillons

(Bohui et al., 2018).

Les résultats ont été évalués comme suit : +++ : fortement positif, ++ : moyennement

positif, + : faiblement positif, - : négatif.
2.5.1. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été testés en utilisant 0,5ml de HCI (1%) ajouté a 1,5 ml de chaque
extrait. L’extrait est testé avec quelques gouttes du réactif de Wagner ou Mayer, les alcaloides
forment avec un précipité blanc avec le réactif de Meyer, tandis qu’ils forment un précipité

brun avec le réactif de Wagner (Wome, 1985).
2.5.2. Détection des tanins

Pour mettre en évidence les tanins 1 ml de chaque extrait est ajouté a 200 pl de FeCI3 1

%. Leur présence est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noir (Belhaoues, 2018).
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2.5.3. Détection des saponines

La présence des saponines a été mise en évidence par la mesure de la hauteur de
mousse. Dans un tube a essai, 10 ml de chaque extrait a été introduite. Le tube est agité
vigoureusement dans le sens de la longueur pendant 15 secondes. La formation d'une mousse
persistante de hauteur supérieure a 1 cm pendant plus de 15 min indique la présence de

saponines (Fournet, 1979).
2.5.4. Détection des coumarines

Les coumarines sont révélées a partir de 2 ml de chaque extrait dans lequel sont ajoutés
3 ml de NaOH (10 %), apres agitation de la solution, 1’apparition d’une couleur jaune indique

la présence de coumarine (Diallo, 2000).
2.5.5. Détection des composés phénoliques

On ajoute quelques gouttes de FeCI3 a 10 % a 2 ml de chaque extrait, la présence des
composés phénoliques dans les extraits a ét¢ indiquée par 1’apparition d’une couleur verte-

noiratre (Bohui et al., 2018).
2.5.6. Détection des stérols et polyterpenes

La réaction de liebermann a permis de mettre en évidence la présence des stérols et
polyterpénes, un volume de 1 ml de chaque extrait a été dissoute a chaud dans 1 ml
d’anhydride acétique dans un tube dans lequel nous avons ajouté 0.5 ml d’acide sulfurique
concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique la

présence des stérols et polyterpenes (Haddouchi et al., 2018).
2.5.7. Détection des terpénoides

2 ml de chloroforme + 3 ml d’acide sulfurique sont ajoutés a 5 ml de chaque extrait, un
test positive est déterminé par la présence d’un anneau marron-rouge a I’interphase (Khan et
al., 2011).
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2.5.8. Détection des composés réducteurs

Un volume de 1 ml de chaque extrait et 2 ml de la liqueur de Fehling (1 ml réactif A + 1
ml réactif B) sont mélangés dans des tubes en verre, puis les tubes sont chauffés au bain marie
de 40 a 60 °C. Un test positif est révélé par la formation d'un précipité rouge-brique
(Bentabet Lasgaa, 2015).

2.5.9. Détection des flavonoides

Dix gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques mg de tournure de magnésium
sont ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait. La coloration rose-rouge ou jaune, aprés 3 minutes
d’incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides (Benmehdi et al.,
2012; Haddouchi et al., 2018).

2.5.10. Détection des quinones

La présence des quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH

a 10% ; une coloration jaune, rouge ou violet révele un test positif (Daira et al., 2016).
2.5.11. Détection des mucilages

Les mucilages sont mis en évidence a partir d’'un mélange de 1ml de chaque extrait et 5
ml d’éthanol absolu. Le teste est positif lorsque 1’apparition d’un précipité floconneux apres

une dizaine de minutes (Belhaoues, 2018).

2.6. Activité hémolytique

2.6.1. Préparation de solution érythrocytaire

Le sang a été prélevé sur un tube hépariné et centrifugé a 2500 tours/min durant 10 min,
le surnagent résultant (plasma) a été éliminé et le culot est lave deux fois par le tampon PBS a
pH = 7.4 (Figure 10), puis suspendu le culot a nouveau par ce dernier avec le méme volume
de plasma éliminé. Alors que la suspension érythrocytaire obtenue est diluée 20 fois par le
PBS (Haddouchi et al., 2016) (Figure 11).
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Figure 10: les étapes de lavage du sang prélevé.

=

i1

-

Figure 11: Préparation de la solution érythrocytaire (dilution 1/20).

2.6.2. Mode opératoire

Le pouvoir hémolytique des extraits aqueux (décoction, infusion, macération) de trois
plantes ; Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica dioica est réalisé in vitro avec

trois concentrations (25, 50 et 100 mg/ml).

Le test d’effet hémolytique a été réalisé selon la méthode décrit par (Li and Liu, 2008)

avec quelques modifications.

Dans les tubes, 50 pl de chaque extrait a des concentrations absolument différentes sont
ajoutés a 2950 pl de la suspension érythrocytaire, les tubes sont ensuite incubés a 37 C°
pendant 60 min (Figure 12).
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Figure 12: Incubation des échantillons pendant 60 min a température ambiante.

Apres I’incubation des prélevements de 250 pl sont réalisés pour chaque tube pour étre
repris dans 750 ul de PBS, ces derniers sont mélangés délicatement et mis dans un bain

glacon pour arréter la réaction, puis centrifugés a 2500 tours/min durant 10 min.

La lecture d’absorbance est effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre a 548 nm, contre

un blanc contenant du PBS (Annexe 3).

En utilisant méme conditions et méme démarche expérimentale, nous avons préparé
aussi un tube d’hémolyse totale (témoin positif) qui contient 100 pl de la suspension
érythrocytaire et 1900 pl d’eau distillée et un tube témoin négatif contenant 2950 ul de la
suspension érythrocytaire et 50 pl de solution tampon de PBS (Figure 13).

Le taux d’hémolyse est calculé en pourcentage par rapport a I’hémolyse totale, apres

I’incubation d’une heure, selon la formule suivante :

Taux d’hémolyse (%) = [ (DO extrait — DO témoin négatif)/ DO témoin positif ] X100

Les taux d’hémolyse sont répétés 3 fois dans le but de réaliser une analyse statistique

(moyenne, ecart type).
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’ Centrifuger a 2500 m

tour/min pendant 10min

Lavage
y v
Préparation de solution érythrocytaire

1900ul ED  100pl 50pl PBS  2950ul SE 50ul  2950pl SE

Témoin positif Témoin négatif Echantillon

Incubation a 37°C durant 60 min
-
Reprise de 250 pl de suspension avec 750 pl de PBS M

Centrifugation a 2500 tours/min durant 10 min

Lecture a spectrophotometre contre le blanc a 548 nm

Figure 13: Protocole du test d’hémolyse.
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2.6.3. Réalisation de frottis sanguins coloré au MGG

Un frottis de sang a été réalisé pour chaque tube contenants des érythrocytes traités par
les extraits. Les frottis ont été colorés au MGG, qui repose sur 1’action complémentaire de
deux colorants neutres et sur I’affinité des éléments cellulaires pour des colorants acides ou
basiques. C’est a dire cing minutes de May-Griinwald et cing minutes de Giesma R dilué ; la
coloration au MGG a été notre méthode de référence pour I’examen de la morphologie des

globules rouges (Figure 14).

Figure 14 : Coloration au MGG.

Une observation microscopique des frottis colorés par la coloration MGG a été faite par
la technique d’immersion aprés séchage complet des lames avec un microscope apres 1’ajout

de I’huile d’immersion a I’objectif 100 (Smaili, 2005).
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2.7. Analyse statistique

Tous les résultats sont représentes par la moyenne + écart type, toutes les données sont

statistiquement soumises a une analyse de variance a un facteur (ANOVA).

Pour toute 1’étude statistique, la valeur p < 0.05 est considérée significative, par le biais
du programme informatique «SPSS» (v22).

Nous considérons que les différences sont:

e Significatives quand la probabilité p < 0,05.
e Hautement significatives si p < 0,01.
e Trés hautement significatives quand p < 0,001.

e Sip>0,05, les différences sont par contre non significatives.
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1. Etude ethnobotanique

Cette étude a permis de fournir des renseignements importants sur nos trois plantes
médicinales choisies (Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica dioica) et de
réunir toutes les informations concernant les usages thérapeutiques, le mode de préparation, la
partie utilisée et le mode d’administration. Les enquétes ethnobotaniques sur le terrain ont
permis de collecter le maximum d’informations a I’aide de fiches questionnaires préétablies

servis a enquéter aupres de 50 herboristes.
1.1.Selon la partie utilisée

Les figures 15, 16, 17 représentent les différentes parties des plantes recommandées par

les herboristes pour leur utilisation médicinale des trois plantes :

tubercule

Figure 15 : Répartition des différentes parties utilisées de Bunium mauritanicum.

Les résultats de notre enquéte montrent que la seule partie utilisée pour la plante de
Bunium mauritanicum dans la médecine traditionnelle est seulement la partie souterraine

(tubercule) avec un pourcentage de 100%.

42



Résultats et discussion Etude expérimentale

» fruits entiers

= feuilles
= les graines
\4,8% le chou
28.5% 2:4% . |_oartie utilisée
’ inconnue

Figure 16: Repartition des différentes parties utilisées de Chamaerops humilis.

Pour la deuxiéme plante Chamaerops humilis, selon les herboristes ; le fruit et le chou
sont les deux parties les plus utilisées avec un pourcentage de 28,5 %, par contre seulement
4.8% pour les feuilles et 2.4% pour les graines.

Par contre 35.7% des herboristes n’ont pas assez d’information sur cette plante, ils
vendent la plante sous forme de poudre mais sans connaitre 1’origine ou bien la partie extraite

de cette poudre.

5,4%

= feuilles+tige = feuilles

Figure 17: Répartition des différentes parties utilisées d’Urtica dioica.

Pour la plante d’Urtica dioica ; les herboristes, 94.6% suggérent d’utiliser la feuille et
la tige a la fois, par contre 5.4% recommandent une utilisation des feuilles seulement.
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La phytothérapie correspond a I’utilisation des plantes dans le but de traiter ou prévenir
les maladies. D’ailleurs la plante est utilisées soit en entier, tout comme la plante Urtica
dioica, que 94.6% des herboristes recommandent son I’utilisation en entier (feuille + tige).
Soit en partie (les feuilles, fleurs, sommités fleuries, racines, rameaux, graines, fruits) (Létard
et al., 2015). Comme le Chamaerops humilis, qui peut étre utilisé en partie ; le fruit ; le chou ;

les feuilles et les graines.
1.2.Selon le mode d’emploi

Afin de faciliter la préparation de la drogue ; plusieurs modes de préparations sont

employés a savoir : état frais, poudre, sirop des dattes, infusion et décoction.

Les figures 18, 19, 20 représentent les différentes modes d’emploi des plantes

recommandées par les herboristes pour les trois plantes :

= fraiche
= poudre

Figure 18 : Répartition des différents modes d’emploi de Bunium mauritanicum.

La figure 18 nous montre que le mode d’emploi le plus fréquent pour Bunium
mauritanicum est sous forme de poudre (63%), suivie d’une utilisation a 1’état frais (37%),

qui est 1’utilisé comme de la pomme de terre.
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Les modes de préparation sont trés nombreux et varient d’une région a I’autre, en outre
la plante médicinale ou plutdt la partie utile de la plante (fruits, fleurs, écorces, rameaux,
racines ou feuilles) est utilisée en état frais pour étre efficace (Radt, 1972), ou apres séchage,

c’est une technique fiable si la plante est de bonne qualité et correctement conservée

(Opolka, 2013).
= fruits frais
= poudre (fruit entier)
= infusion (feuilles)

le chou frais

= sirop des dattes

= mode d'emploi
inconnu

17%

3%

Figure 19: Répartition des différents modes d’emploi de Chamaerops humilis.

D’aprés I’enquéte nous avons constaté que la plante Chamaerops humilis est utilisée
sous plusieurs formes; fruits frais, le chou frais, poudre (fruit entier), sirop des dattes et
infusion (feuilles) avec des pourcentages différents ; 25 %, 17 %, 14 %, 7 %, 3 %

respectivement.

34% des herboristes n’ont aucune information sur cette plante, ni sur son mode
d’emploi. Ceci s’explique par une perte d’information sur les plantes médicinales, surtout

pour les jeunes.

Drailleurs en Algérie, les plantes médicinales se traduit par une vente libre par de
personnes sans réelles connaissances dans le domaine et sans formation médicale, ce qui
entraine une exposition grave des personnes a des intoxications, contre-indications et
interactions médicamenteuses (Cheballah et al., 2021).
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5,6%

= poudre

= infusion

= décoction

mode d'emploi inconnu

Figure 20 : Répartition des différents modes d’emploi d’Urtica dioica.

Concernant la troisieme plante Urtica dioica, un pourcentage éleve des herboristes
recommande son utilisation sous forme d’infusion (68.5%), une utilisation sous forme de
poudre et de décoction est aussi recommandée avec des pourcentages minimes de 5.6 et 9.3 %

respectivement.

La forme que tout le monde connait est la tisane, forme traditionnelle de nos grandes
meres. Mais il existe d’autres formes galéniques, on peut en effet trouver les plantes sous
forme des gélules, des huiles, des poudre totale, mais aussi sous forme liquide. Ainsi que la

macération et la décoction sont des techniques dérivées de I’infusion (Opolka, 2013).

16.7% des herboristes n’ont aucune information sur le mode d’emploi de cette plante.
Ceci peut s’expliqué par une perte d’information sur les plantes médicinales, surtout pour les

jeunes.
1.3. Selon le mode d’administration

Les figures 21, 22 et 23 représentent les différents modes d’administration des plantes

recommandés par les herboristes pour les trois plantes :
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0%

= voie orale

Figure 21: Répartition des différents modes d’administration de Bunium
mauritanicum.

Selon la figure 21 Bunium mauritanicum, est complétement consommeée par voie orale
(100%).

= voie orale

= mode d'administration
inconnu

0%

Figure 22: Repartition des différents modes d’administration de Chamaerops humilis.

La figure 22 montre que 52 % des herboristes recommandent 1’utilisation de
Chamaerops humilis par voie orale, et le reste des herboristes (48 %) n’ont aucune

information sur le mode d’administration ni sur la plante.
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= voie orale

» lavement

= mode d'administration
inconnu

Figure 23: Répartition des différents modes d’administration d’Urtica dioica.

Selon la figure 23, la plupart des herboristes (64,3%) recommandent I’utilisation
d’Urtica dioica par voie orale, suivis par 10.7 % des herboristes qui recommandent son
utilisation par lavement sous forme de douche. Et 25 % des herboristes ignore le mode

d’administration d’Urtica dioica.

Les modes d’utilisation des plantes sont divers selon qu’elles sont prescrites : par voie
interne (absorption orale), ou externe (cataplasme, lotion, gargarisme, bain de bouche, bain,

injection cavités naturelles, fumigation) (Létard et al., 2015).

Les modes d’utilisation de nos trois plantes ; Bunium mauritanicum, Chamaerops
humilis et Urtica dioica varient d’une plante a I’autre ; voie orale, ou externe sous forme de
douche. Et souvent les plantes médicinales sont utilisé a la fois en remede externe et interne ;
(Létard et al., 2015). Comme I’ortie qui peut étre utilisé par voie orale et aussi par voie

externe.
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1.4.Selon les types des maladies traitées par la plante

Les plantes sont une alternative thérapeutique incontournable du fait de leurs nombreux
effets généraux : anti-infectieux, anti-inflammatoires, anti-spasmodiques, antalgiques, anti-
pyrétiques, reconnus de longue date, et leur utilisation spécifique dans les troubles digestifs
(Létard et al., 2015). Par conséquent, les plantes médicinales sont dotées d'un pouvoir
magique surnaturel que les guérisseurs doivent utiliser chaque fois que possible pour soigner
leurs patients (Radt, 1972).

Les figures 24, 25, 26 représentent les différentes maladies traitées par les trois plantes :

1,1% ,1,1%
0, ' '
2,19% L% = thyroide

= |a toux

= prise de poids
allergie

16,3% = |es angines

= les maladies respiratoires

= mal de gorge

= colon

= gstomac

Figure 24: Répartition des différentes maladies traitées par Bunium mauritanicum.

L’analyse ethnobotanique de I’information colletée nous a permis de répertorier un
grand certain nombre de maladies traitées par Bunium mauritanicum, tres varié dont la
thyroide, la toux, les allergies, les angines, les maladies respiratoire, mal de gorge, le colon,
I’estomac et méme elle aide a prendre du poids.

Néanmoins il faut noter que Bunium mauritanicum est utilisée beaucoup plus pour
traiter la thyroide (41.3 %), suivie par les allergies, les angines, prise de poids et la toux avec
des pourcentage de 16.3 % 13.04 %, 11.9 % et 11.9 % respectivement.
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Ces tendances sont en accord avec de nombreux résultats issus des chercheurs, ainsi que
Boumediou et Addoun (2017) ; qui trouvent que les tubercules de Bunium mauritanicum est
un bon traitement pour la thyroide, et en 2015, Bousetla et al., ont méme mentionné d’autres
propriétés de la plante tels que; 1’¢limination des ballonnements et la constipation, et selon
Halimi (2017) ; la farine de Bunium est utilisable pour traiter les maux d’estomac aussi.
= prostate
= les maux d'estomac

les aphtes

colon

= anémie

= douleur abdominal
= fortifiant

= les tractus urinaires

= débouché les veines

1,5%
15%-// 1 504 1,5% = cholestérol
’ 1,5%
1,5% = propriété inconnue par les

herboristes

Figure 25: Répartition des différentes maladies traitées par Chamaerops humilis.

L’analyse ethnobotanique de I’information obtenue nous a permis de lister un grand
nombre de maladies traitées par Chamaerops humilis, trés varié dont la prostate, les maux
d’estomac, le colon, les aphtes, les anémies, les tractus urinaire, le cholestérol, il peut
déboucher les veines, considéré comme fortifiant et méme il aide a soulager les douleurs

abdominales.

Néanmoins il faut noter que Chamaerops humilis est utilisé beaucoup plus pour traiter
la prostate (22.7%), suivie par les maux d’estomac et le colon avec des pourcentages de
13.6%, 12.1% respectivement. Et 40.9% des herboristes n’ont aucune information sur les

maladies traitées par la plante.
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Ce qui concorde avec les travaux de Hasnaoui et al., (2001); qui ont mentionné

I’utilisation de Chamaerops humilis contre la prostate et les maux d’estomac.

Les racines de Chamaerops humilis sont utilisables pour : 1’anémie, 1’hépatite, les vers-
intestinaux, nettoyage de l'utérus aprés I'accouchement, le rhumatisme et le diabéte ; les
feuilles sont utilisables pour : I’hépatite, le diabéte et les troubles gastro-intestinales ; le cceur
de stipe (le chou palmiste) est utilisable pour : les troubles gastro-intestinales, le diabete,
I’hyper-tension et les maladies cardiovasculaires et les fruits sont utilisables pour : la gencive,
la grippe, la toux, 1’asthme et les troubles du tube digestif (Medjati, 2014), ce qui concorde

avec nos résultats.

= prostate

= anémie

= circulation sanguine
rhumatisme

= énurésie

= toxication

= colon

= hémorroide

= maladie cutanée

= infection urinaire

= |a tension

m |a chute de cheveux

2% 19%

= propriété inconnue par les
herboristes

Figure 26 : Répartition des différentes maladies traitées par Urtica dioica.

L’analyse ethnobotanique de I’information colletée nous a permis de répertorier un
grand nombre de maladies traitées par Urtica dioica, trés varié dont la prostate, anémie,
rhumatisme, circulation sanguine, énurésie, toxication, colon, hémorroide, maladie cutanée,

infection urinaire, la tension, la chute de cheveux.
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Néanmoins il faut noter que ; Urtica dioica est utilisé beaucoup plus pour traiter la
prostate (32 %), suivie par les infections urinaires, énurésie, anémie et les maladies cutanées

avec des pourcentage de 11 %, 8 %, 6 %, 5 % respectivement.

On peut utiliser I’ortie avec un usage locale pour traiter 1’anémie, le rhumatisme et la
chute et I’entretien du cheveux (Miara et al., 2013), et 1’asthme, les angines, crachement du

sang, les blessures (Beloued, 2005).

Selon Bourgeois et al., (2016), ’ortic a eu méme une réponse alternative a la fatigue
chronique et a I’hypertension, il peut étre considérer comme un fortifiant des cheveux ainsi
que les ongles et ralentit le vieillissement cellulaires en particulier leur potentielle action anti-
age. Drailleurs selon notre enquéte 8 % des herboristes recommande son utilisation sous

forme de lavement contre la chute de cheveux.

Et méme Vincent et al., (2000), ont mis en évidence d’autres maladies traitées par
I’ortie comme; la goutte, ’asthme, irrigue méme les reins et la vessie en cas des
inflammations, et elle est également fortement hémaostatique; elle traite les hémorragies. Cette
derniére est trés peu connue aupres des herboristes de la wilaya de Tiaret, seulement 1 % qui

recommande son utilisation pour la circulation sanguine.

Mais il convient quand méme de faire attention aux patients sous anticoagulants oraux a
cause de la richesse de la plante en vitamine K, la prise d’un traitement complémentaire a
base d’ortie chez ces patients doit se faire apres avis d’'un médecin. De méme, un traitement
concomitant avec des diurétiques de synthése n’est pas recommandé (Ghedira et al., 2009;

Bertrand, 2008).

Et il n'est pas conseillé aux femmes enceintes ou qui allaitent, ainsi qu'aux enfants de
moins de 12 ans (Ghedira et al., 2009; Bertrand, 2008). Et des fois de rares réactions
allergiques (démangeaisons, exanthémes, urticaires, cedémes, oligurie) et de troubles gastro-
intestinaux (nauses, vomissements, diarrhés) ont été décrits. Mais la fréquence d’apparition de

ces effets indésirables n’est pas connue (Rombi et al., 2007).

52


file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_144
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_25
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_43
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_177
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_92
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_33
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_92
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_33
file:///C:/Users/munir_afnane/Desktop/corrigé/FICHIER%20FINAL.docx%23_ENREF_164

Résultats et discussion Etude expérimentale

2. Extraction
2.1. Caractéristique des extraits des trois plantes utilisées

Parmi les caractéristiques des extraits utilisés des trois plantes médicinales (Bunium
mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica dioica) ; 1’aspect et la couleur sont illustrés

dans le tableau 5 :

Tableau 5: le solvant de solubilité, 1’aspect et la couleur des extraits obtenus par

chaque méthode d’extraction des trois plantes étudiées.

La plante Méthode Le solvant L’aspect La couleur
d’extraction d’extraction d’extrait
D’extrait
Décoction Eau distillée Cristallisé Creme
Bunium
mauritanicum Infusion Eau distillée Cristallisé Creme
Macération Eau distillée Cristallisé Creme
Décoction Eau distillée Cristallisé | Rouge brique
Chamaerops
humilis (graine) Infusion Eau distillée Cristallis¢ = Rouge brique
Macération Eau distillée Cristallisé | Rouge brique
Décoction Eau distillée Visqueux | Rouge brique
Chamaerops
humilis Infusion Eau distillée Visqueux | Rouge brique

(péricarpe)

Macération Eau distillée Visqueux | Rouge brique
Décoction Eau distillée Pateux Vert noiratre

Urtica dioica
Infusion Eau distillée Cristallisé | Vert noiratre
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Macération Eau distillée Cristallisé | Vert noiratre

2.2. Résultats de rendement des extraits

Le rendement en extrait est définit comme étant le rapport entre la masse d’extrait de la
plante et la masse du mateériel végétal séché.

Les plantes médicinales étudiées (Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica
dioica) ont fourni des rendements différents selon la méthode d’extraction utilisée (décoction,

infusion et macération).

Les rendements obtenus pour la plante Bunium mauritanicum des différents extraits

aqueux (décoction, infusion et macération) sont présentés dans la figure 27 :

-
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Figure 27 : Rendement d’extraction de Bunium mauritanicum.

Le rendement varie d’un extrait a un autre et d’une plante a une autre, pour la premicre
plante Bunium mauritanicum ; le rendement le plus élevé a été enregistré au niveau d’extrait
de macération avec un pourcentage de 33 + 2%, par contre le rendement le plus faible a été

constaté au niveau de I’extrait de décoction avec une moyenne de 22.33 + 0.33%.

Une analyse statistique est nécessaire pour voir s’il y a une différence significative

entre les rendements des trois extraits de la plante étudiée. L’étude a révélé une différence
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hautement significative des rendements entre les trois extraits de la plante Bunium
mauritanicum (P = 0.002) (Annexe5).

Nos résultats sont nettement supeérieurs a celles enregistrés dans 1’é¢tude menée par
Karouche et al., (2020) lors d’une étude pareille, qui montrent que le rendement de I'extrait
méthanoique représente 7.81 %, sachant que 1’extraction a été réalisée par le méthanol a 80%,

et 6.79 % pour I’extraction aqueuse.

On note que le rendement de I’extrait méthanoique est important par rapport a celui de
I’extrait aqueux. En effet, les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité
des parois cellulaires en facilitant 1I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires,

de moyenne et de faible polarité (Abossie and Seid, 2014; Karouche et al., 2020).

De méme pour Karouche et al., (2020) qui ont enregistré un rendement de 7,81%
pour l'extrait méthanolique et 6,79 % pour [I'extrait aqueux, obtenus a partir des tubercules
de Bunium mauritanicum récoltés de la région de Ain Dis de la wilaya d' Oum EI-Bouaghi.

Nos résultats sont confirmés par ceux trouves par Korra and Selmi (2020), qui indique
que pour la plante Bunium mauritanicum, I’eau donne le rendement d’extraction le plus élevé
avec un rendement de 23.4% contrairement aux solvants acétonique et éthanolique avec un

rendement de 15% et 12.9% respectivement.

Une étude faite sur une autre espece Bunium persicum par Souri et al., (2008) ont
signalé un rendement de 6.24% par extraction méthanolique en utilisant la méthode de

macération.

Pour la méme espéce Bunium persicum, Sharififar et al en 2010, ont signalé que les
rendements les plus élevés, est celui de 1’extraction méthanolique avec un rendement de 7.4%

suivis par les extraits aqueux avec 1.3%.

En 2017, El Kolli et al, ont travaillé sur deux especes; Bunium incrassatum et Bunium
alpinum par hydro-distillation et qui ont obtenu de tres faible rendement de 0.09%, et 0.1%

respectivement ; ce qui explique sa faible quantité en huile essentiel.

Pour la deuxieme plante, nous avons pris deux parties et les étudier séparément ;

Chamaerops humilis (péricarpe et graine) :
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Les rendements obtenus pour la plante Chamaerops humilis (graine) des différents

extraits aqueux (décoction, infusion et maceration) sont présentes dans la figure 28 :
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Figure 28 : le rendement d’extraction de Chamaerops humilis (graine).

Concernant la deuxiéme plante; Le rendement des graines le plus élevé a été enregistré
au niveau d’extrait de macération avec un pourcentage de 23 £+ 0.57%, par contre nous avons

enregistré un résultat similaire pour I’infusion et décoction avec un rendement d’ordre 15 +
0.57% et 15.67 + 1.45% respectivement.

Une analyse statistique est nécessaire pour voir s’il y a une différence significative
entre les rendements des extraits de la plante étudiée. L’étude a révélé une différence
hautement significative des rendements entre les extraits de la plante Chamaerops humilis
(graine), (P=0.002) (Annexe 5).

Les rendements obtenus pour la plante Chamaerops humilis (péricarpe) des différents

extraits aqueux (décoction, infusion et macération) sont présentés dans la figure 29 :
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Figure 29 : Rendement d’extraction de Chamaerops humilis (péricarpe).

Pour le péricarpe les rendements des trois extraits se rapproche et qui varient entre 54 %
a65.33 %.

le rendement plus élevé est obtenu par la méthode d’infusion ou il est estimé a 65.3 +
2.40%, par contre le rendement le plus faible a été enregistré au niveau d’extrait de décoction
avec un pourcentage de 54 + 6.69%, et le péricarpe a donné un bon rendement et qui est plus

que le double par rapport aux graines.

Une analyse statistique est nécessaire pour voir s’il y a une différence significative entre
les rendements des extraits de la plante étudiée. L’étude a révélé une différence non
significative des rendements entre les extraits de la plante Chamaerops humilis (péricarpe),
(P=0.206) (Annexe 5).

Nos résultats ont été nettement supeérieurs a celle trouvé par (Belhaoues, 2018), qui a
effectué I’extraction progressive des fruits de Chamaerops humilis avec des solvants de
polariteé différente : dichlorométhane, acétate d’éthyle, n-butanol et aqueux, qui ont obtenu des
rendements de l’ordre de 4.61% pour I’extraction a dichlorométhane, de 0.84% pour
I’extraction a acétate d’éthyle, de 8.65% pour I‘extraction a n-butanol et un maximum de

11.65% obtenus avec I’extraction aqueuse.
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De méme pour Dhingra et al (2017), qui ont fait une extraction progressive de poudres
seches de Prunus dulcis avec des solvants de polarité différente; des rendements de 1’ordre de
1,5 % pour I’extraction a I’hexane, de 11,46 % pour I’extraction a 1’acétate d’éthyle, de

12,26% pour I’extraction au butanol et de 24,46 % obtenu avec I’eau qui est le plus élevé.

Les rendements obtenus pour la plante Urtica dioica des différents extraits aqueux

(décoction, infusion et macération) sont présentés dans la figure 30 :

28
27

Rendement %
N N N N N
N w S ol (o))

N
[y

ortie D ortie | ortie M

Figure 30 : Rendement d’extraction d’Urtica dioica.

Pour Urtica dioica, nous avons eu des résultats convergent pour les trois méthodes
d’extraction utilisées ; macération, infusion, décoction avec un rendement d’ordre: 23.6
+1.45 %, 24.6 £2.60 %, 25.2 +£0.88 % respectivement, dont le rendement le plus élevé est
obtenu par méthode de decoction de 25.33 = 0.88 %, et cela di a I’aspect d’extrait sec qui

était pateux par rapport aux extraits obtenus par macération et infusion qui étaient
cristallisés.

Une analyse statistique est nécessaire pour voir s’il y a une différence significative entre
les rendements des extraits de la plante étudiée. L’étude a révélé une différence non

significative des rendements entre les extraits d’Urtica dioica (P = 0.810) (Annexe 5).

Nos résultats sont nettement supérieurs a ceux trouvés par Boussioud et al., (2022) dans

leur étude réalisée sur 1’espéce d’Urtica urens, cela dépend de 1’extraction par des solvants
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différents ; chloroforme, acétate d’éthyle, méthanol, eau et méthanol/eau (8/2) avec des
rendements différents ; 2.96 %, 1.43 %, 19.9 %, 7.4 %, 18.55 % respectivement.

I1 est difficile de comparer les résultats d’extraction avec ceux de la bibliographie car le
rendement d’un extrait n’est que relatif et dépend de différentes parties des plantes utilisées, la
méthode et les conditions dans lesquelles ’extraction a été effectuée et les solvants utilisés
dans I’extraction qui est probablement le facteur majeur de cette différence par ce que la

solubilité des principes actifs n’est pas de méme fagon dans tous les solvants.

L’eau étant pratiquement le solvant universel; grace au caractére polaire de la molécule
d’eau, les substances se dissolvent mieux dans I’eau plutdt que dans n’importe quel autre

liquide commun (Hopkins, 2003).

Cependant, un rendement plus élevé ne garantit pas la bio-activité ou la composition en

ingrédients actifs de I'extrait (Nawaz et al., 2020).

Cela nous amene au deuxiéme point de notre travail, qui consiste a réaliser un criblage
phytochimique et a comparer les extraits obtenus a partir de nos trois plantes par les trois

méthodes d'extraction.
3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existants dans différentes parties des trois plantes, par des réactions qualitatives de
caractérisation. Ces tests sont en relation avec l'intensité du précipité ou de coloration par des

réactifs spécifiques a chaque famille de composés, présentés dans les tableaux 6, 7, 8 et 9.
1.4.Screening de Bunium mauritanicum

Les résultats de 1’étude qualitative des trois extraits de 1’espéce Bunium mauritanicum

est au niveau du tableau 6 :
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Tableau 6: Résultats expérimentaux des tests phytochimiques du Bunium mauritanicum
(Annexe 3).

Composants Macération Infusion Décoction
Saponine - - -
Flavonoide + + +
Tanin - - -
Coumarine + + +

Stérol et polyterpene - - -

Quinone +++ +++ +++
Composé réducteur + - -
Mucilage + +++ +++

Composeé phénolique - - -

Alcaloide + + +

Terpénoide +++ +++ +++

(+++) : fortement positif, (++) : moyennement positif, (+) : faiblement positif,
(-) : test négatif.

Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau 6 font ressortir les

résultats suivants :

On remarque I’absence compléte des saponines, composés phénolique, stérols et

polyterpénes dans les trois extraits.
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Les tests de caractérisation des terpénoides et les quinones se sont révélés fortement
positifs dans les trois extraits (décoction, infusion et macération), contrairement aux
mucilages qui est fortement positifs ; seulement dans les deux extraits (infusion et

macération).

Présence des alcaloides, les coumarines et les flavonoides dans tous les extraits avec une

faible intensité.

Selon Korra and Selmi (2020), les alcaloides, les flavonoides, les polyphénols, les
terpénoides et les composés réducteurs sont révélés fortement positifs dans 1’extrait aqueux de
Bunium mauritanicum, par contre les stérols, les tanins et les saponines sont indiqués absent

dans tous les extraits.

1.5.Screening de Chamaerops humilis (graine)

Les résultats de 1’étude qualitative des trois extraits de 1’espéce Chamaerops humilis
(Graine) est au niveau du tableau 7 :

Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau 7 font ressortir les

résultats suivants :

On remarque 1’absence complete des flavonoides et les coumarines, contrairement aux
tanins, les composés phénoliques, les alcaloides, les terpénoides, les stérols et les polyterpénes

qui sont fortement positifs dans tous les extraits aqueux (décoction, infusion et macération).

Présence des composés réducteurs, les saponines, les quinones et les mucilages avec

une faible intensité dans les trois extraits.

Les extraits préparés par la méthode de I’infusion et décoction sont plus riches en

métabolites secondaires par rapport a I’extrait aqueux préparé par la méthode de macération.
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Tableau 7: Résultats expérimentaux des tests phytochimiques des graines de

Chamaerops humilis (Annexe 3).

Composants Macération Infusion Décoction
Saponine - + +
Flavonoide - - -
Tanin + +++ +++
Coumarine - - -
Stérol et polyterpene +++ +++ +++
Quinone - + +
Composé réducteur + + +
Mucilage + + +
Composé phénolique +++ +++ 4+
Alcaloide +++ +++ +++
Terpénoide + ++ 4+

(+++) : fortement positif, (++) : moyennement positif, (+) : faiblement positif,

(-) : test négatif.
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1.6.Screening de Chamaerops humilis (péricarpe)

Les résultats de 1’étude qualitative des trois extraits de I’espéce Chamaerops humilis

(péricarpe) est au niveau du tableau 8 :

Tableau 8 : Résultats expérimentaux des tests phytochimiques de péricarpe de
Chamaerops humilis (Annexe 3).

Composants Macération Infusion Décoction
Saponine + +++ +++
Flavonoide + ++ +++
Tanin + ++ 4+
Coumarine ++ + 4+
Steérol et polyterpene + +++ ++
Quinone + ++ 4+
Composé réducteur + + +
Mucilage + + +
Composé phénolique + ++ +++
Alcaloide - - -
Terpénoide + ++ 4+

(+++) : fortement positif, (++) : moyennement positif, (+) : faiblement positif,

(-) : test négatif.
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Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau 8 font ressortir les

résultats suivants:

On remarque I’absence compléte des alcaloides, contrairement aux autres métabolites
secondaires ; les saponines, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les terpénoides, les
quinones, les composés réducteurs, les mucilages, les composés phénoliques, les stérols et
polyterpénes qui sont présents dans tous les extraits aqueux (décoction, infusion et

macération) avec des intensites différentes.

L’extrait aqueux préparé sous forme de décoction est fortement riche en saponine,

flavonoide, tanin, coumarine, quinone, composé phénolique et terpénoide.

L’extrait aqueux préparé sous forme d’infusion est fortement riche en saponine, stérol et

polyterpéne.

Les extraits préparés par la méthode d’infusion et décoction sont plus riches en

métabolites secondaires par rapport a I’extrait aqueux préparé par la méthode de macération.

Il 'y a peu de travaux concernant les constituants en métabolite secondaire de C. humilis

et les travaux existants sont préliminaires.

Nos résultats concordent avec ceux établis par Belhaoues (2018) et Benmehdi et al.,
(2012); cependant, ces derniers notent bien la présence : des steroides, des terpénoides et des
anthraquinones qui sont obtenus par macération avec des solvants organiques de polarité

assez variables (dichlorométhane, acétate d’éthyle, n-butanol).

Plus une présence des saponines, des composés phénoliques, des quinones et

coumarines, avec une intensité qui différe d’'une méthode d’extraction a 1’autre.

En outre, Cadi et al., (2021) ont enregistré la présence des tanins, des flavonoides, des
saponines, des stérols et des terpénoides dans les extraits de Chamaerops humilis provenant
du Maroc, notamment les saponines, qui sont responsables de nombreuses propriétés

pharmacologiques.

Notre étude montre que le péricarpe est dépourvu d’alcaloides, contrairement aux

graines qui sont tres riches en alcaloides.
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1.7.Screening d’Urtica dioica

Les résultats de 1’étude qualitative des trois extraits de I’espéce Urtica dioica est au

niveau du tableau 9 :

Tableau 9: Résultats expérimentaux des tests phytochimiques d’Urtica dioica (Annexe

3).
Composants Macération Infusion Décoction
Saponine +++ - +
Flavonoide - +++ 4+
Tanin ++ +++ +++
Coumarine + +++ +++

Stérol et polyterpéne - - -

Quinone - +++ +

Composé réducteur - - -

Mucilage + ++ 4+
Composé phénolique + ++ +++

Alcaloide - - -

Terpenoide ++ +++ +4++

(+++) : fortement positif, (++) : moyennement positif, (+) : faiblement positif,

(-) : test négatif.
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Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau 9 font ressortir les

résultats suivants :

On remarque I’absence compléte des composés réducteurs, des alcaloides, des stérols et
polyterpénes dans tous les extraits aqueux (décoction, infusion et macération), contrairement
aux tanins, coumarines, mucilages, les composes phénoliques et des terpénoides, qui sont

présents dans tous les extraits avec des intensites assez différents.

Pour les saponines ; on note une présence fortement positive dans les extraits aqueux

préparés par la méthode de macération.

Pour les quinones et flavonoides ; on note une présence seulement dans les extraits

préparés par la méthode de décoction et infusion.

L’extrait aqueux préparé sous forme de décoction est fortement riche en flavonoide,
tanin, coumarine, mucilage, composé phénolique et terpénoide, par contre 1’extrait aqueux
préparé sous forme d’infusion est fortement riche en flavonoide, tanin, coumarine, quinone et
terpénoide. Ce qui nous mene a conclure que les extraits aqueux préparés sous forme
d’infusion et décoction sont plus riches que I’extrait aqueux préparé sous forme de

macération.

Nos résultats sont en concorde avec ceux trouvés par Asgarpanah and Mohajerani en
2012, Bourgeois et al., en 2016, qui ont enregistré la présence des flavonoides et les tanins

sur les extraits aqueux d’ortie.

Dans une étude récente de Hamrani and Safia en 2022, I’extrait aqueux d’ortie
(Urtica dioica) est fortement riche en coumarine, stéroide, tanin, flavonoide, avec quelques
traces d’apparition de quinones, composés phénoliques, par contre les saponines sont

considérés absents dans 1’extrait.

De méme Bennouar and Chekakta (2017) ont trouvé dans les différents extraits

méthanoliques, des flavonoides (flavonols et flavonons), des tanins et des triterpenes.

Une étude précedente de Ghaima et al., (2013) a enregistré dans ’extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles d’Urtica dioica, la présence des alcaloides, tanins, flavonoides,

terpénoides et phénols, et I’absence des stéroides et saponines.
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Parallelement, en 2014 ; Sayed Ahmed et al., indiquent la présence des composes

phénoliques, et I’absence des saponines et des terpénoides dans leur extrait aqueux de I’ortie.

Contrairement a 1’étude faite par Moussouni et al., en 2019 ; qui ont indiqué la
présence des stérols, saponines flavonoides, tanins, composés phénoliques, avec 1’absence des
alcaloides dans I’extrait méthanolique des feuilles d’Urtica dioica. Par contre Magnounif
(2010) ; visait a étudier seulement les racines d'Urtica dioica sur différents extraits et qui a
montré la présence les tanins, flavonoides, alcaloides et des composés réducteurs dans
I’extrait méthanolique, et la présence des tanins, composés réducteurs et terpénoides dans

I’extrait aqueux.

La différence dans la composition chimique enregistrée pour les différents extraits
obtenus, peut étre due a I’influence de plusieurs facteurs : les facteurs génétiques, conditions
environnementales (les changements de [I'état de l'eau, la période de maturation, la
température, les rayonnements et composition chimique du sol (Zemmouri et al., 2017),

I’état physiologiques de plante et le solvant d'extraction (Kukri¢ et al., 2012).

Les résultats décrits dans les tableaux 6, 7, 8 et 9 ; révelent une influence significative
du pouvoir d’extraction de la méthode d’extraction sur la présence ou I’absence des
métabolites secondaires. La préparation sous forme infusion et décoction se sont montrés
particulierement, comme étant les deux méthodes les plus efficaces a extraire les métabolites
secondaires chez les quatre extraits, dont leurs concentrations varient d’un extrait a un autre

et d’une plante a une autre.

Selon Ollanketo et el., (2002) ; I'extraction a I'eau chaude sous pression c'est avérée étre
la procédure d'extraction la plus efficace. D’ailleurs I’extraction a I’eau chaude permet

d’augmenter les rendements jusqu’a 2,7 fois par rapport a [’extraction a ’eau froide seule
(Gélébart et al., 2016).
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2. Activité biologique
2.1.Pouvoir hémolytique

Les figures 31, 32, 33 et 34 représentent 1’évolution de I’effet hémolytique des extraits
aqueux des trois plantes (Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis, Urtica dioica) obtenus
par trois méthodes d’extraction (Décoction, infusion et macération), réalisés dans un milieu
tampon PBS (pH = 7.4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée a 37°C, et en
présence des différentes concentrations d’extraits (25, 50, 100 mg/ml ), comparés a un témoin
négatif (tube contenant que de PBS et la suspension érythrocytaire), et un témoin positif

(hémolyse totale provoquée par 1’eau distillée).

Les figures 32, 34, 36 et 38 présentent les frottis sanguin réalisés pour les érythrocytes

traités par les extraits des trois plantes a la plus haute dose.

La figure 31 représente le pourcentage de taux d’hémolyse pour les trois extraits de Bunium

mauritanicum.

L’analyse de la variance a un facteur en fonction de dose, a révélé des différences tres

hautement significative pour tous les extraits (P<0.001) (Annexe 5).

120 -
100 - =
80 -
= 25 mg/ml
60 -
=50 mg/ml
40 - 100 mg/ml
20 -
0 T — — = T - T
décoction infusion macération  Temoin +

Figure 31 : Taux d’hémolyse de trois extraits de Bunium mauritanicum en comparaison

avec le témoin positif.
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Le taux d’hémolyse pour les trois extraits de Bunium mauritanicum (décoction, infusion
et macération) a la plus haute dose que ce soit 50 ou 100 mg/ml reste presque le méme; est

donné par I’ordre de 3.77 + 0.38% et 3.28 £ 0.40% .

Le taux d’hémolyse le plus faible est enregistré¢ a la dose 25 mg/ml pour les deux

extraits décoction et macération avec des taux de 0.61 + 0.17% et 0.16 + 0.16%

respectivement.

La figure 32 représente le frottis des globules rouges traités par les trois extraits de

Bunium mauritanicum a la plus haute dose 100 mg/ml.

Figure 32: Globules rouges traités par les différents extraits aqueux de Bunium
mauritanicum (Originale, 2023) ; A: extrait de décoction (-: elliptocytose), B: extrait
d’infusion (- : dacryocytose,  : echinocytose), C: extrait de macération, D: pseudo

elliptocytose, E: dacryocytose, F : echinocytose.
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Les résultats obtenues du taux d’hémolyse n’enregistre aucune cytotoxicité provoquée
par les différents extraits aqueux de Bunium mauritanicum (décoction, infusion et
macération), mais une déformation des globules rouges a été constaté sur le frottis, tandis
que on observe une poikylocytose ; les globule rouge ont des variation de forme, dont
beaucoup de dacryocytoses « en forme de larme ou poire», quelques echinocytoses et de rare

globule rouge qui en tendance a I’elliptocytose.

La figure 33 représente le pourcentage de taux d’hémolyse pour les trois extraits de

Chamaerops humilis (graine).

L’analyse de la variance a un facteur en fonction de dose, a révelé des différences trés

hautement significative pour tous les extraits (P<0.001) (Annexe 5).
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Figure 33: Taux d’hémolyse de trois extraits de Chamaerops humilis (graine) en

comparaison avec le témoin positif.

Le taux d’hémolyse pour les trois extraits de Chamaerops humilis (graine); (décoction,

infusion et macération) a la plus haute dose (100 mg/ml) est de I’ordre de 2.12 + 0.32%,

2.85 = 0.30%.
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Par contre le taux d’hémolyse le plus faible est enregistré a la dose de 25mg/ml pour
les trois extraits décoction, infusion et macération avec des taux d’hémolyse de 0.75 + 0.16%,

0.61 £ 0.17%, 0.59 £ 0.31% respectivement.

La figure 34 représente le frottis des globules rouges traités par les trois extraits de
Chamaerops humilis (graine) a la plus haute dose 100 mg/ml.
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Figure 34: Globules rouges traités par les extraits aqueux des graines de Chamaerops
humilis (Originale, 2023); A: extrait de décoction, B: extrait d’infusion, C: extrait de

macération.

Sur le frottis des érythrocytes traités par 1’extrait aqueux des graines de Chamaerops
humilis (décoction, infusion et macération), on constate que les globules rouges sont un peu

plus colorés; «hyper-chromatophilie», mais ne présente aucune déformation.

La figure 35 représente le pourcentage de taux d’hémolyse pour les trois extraits de

Chamaerops humilis (péricarpe).

L’analyse de la variance a un facteur en fonction de dose, a revelé des différences trés

hautement significative pour tous les extraits (P<0.001) (Annexe 5).
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Figure 35: Taux d’hémolyse de trois extraits de Chamaerops humilis (péricarpe) en

comparaison avec le témoin positif.

Le taux d’hémolyse pour les trois extraits (décoction, infusion et macération) a la plus
haute dose (100 mg/ml) est de I’ordre de 7.60 + 1.60%, 5.09 £+ 0.48%, 2.40 + 0.27%.

Par contre le taux d’hémolyse le plus faible est enregistré a la dose 25 mg/ml pour les
deux extraits infusion et macération avec des taux de 1.96 + 0.25%, 1.57 + 0.53 %

respectivement.

La figure 36 représente le frottis des globules rouges traités par les trois extraits de
Chamaerops humilis (péricarpe) a la plus haute dose 100 mg/ml.
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Figure 36 : Globules rouges traités par les extraits aqueux de péricarpe de Chamaerops
humilis (Originale, 2023) ; A: extrait de décoction (— : ghost), B: extrait d’infusion, C:
extrait de macération (- : stomatocyte), D : stomatocyte, E : ghost.

Sur le frottis on constate de nombreux globules rouges qui en une tendance a I’aspect
d’un globule rouge fantome «Ghost red», qui ont une faible coloration d’hémoglobine ;
hématies totalement vidés en hémoglobine, et quelques elliptocytoses ; des cellules qui ont un

aspect ovalaire ou en forme de cigare.

Il faut noter que 1’extrait de Chamaerops humilis (péricarpe) est extrémement riche en
saponines; qui sont des substances glucosidiques, toxiques pour I'organisme (Bory, 1959) ;
ils sont connus par leur pouvoir anti-inflammatoire, émulsionnant (Verbois, 2003), et
propriétés hémolytiques (Betina-Bencharif, 2014), qui est du a leur pouvoir de rompre la
membrane érythrocytaire, justifiée par 1’interaction entre les saponines et les stérols de la

membrane érythrocytaire (Tabassi et al., 2006).

En outre, ils provoquent une diminution de la glycémie et induisent une toxicité rénale
(Guillaume and Charrouf, 2005). Une dose élevée de saponine cause une irritation locale

forte douloureuse (Bory, 1959).
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La figure 37 représente le pourcentage de taux d’hémolyse pour les trois extraits

d’Urtica dioica.

L’analyse de la variance a un facteur en fonction de dose, a révélé des différences tres

hautement significative pour tous les extraits (P<0.001) (Annexe 5).
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Figure 37: Taux d’hémolyse de trois extraits d’Urtica dioica en comparaison avec le

témoin positif.

Et pour la troisieme plante, le taux d’hémolyse pour les trois extraits (décoction,
infusion et macération) a la plus haute dose (100 mg/ml) avec un pourcentage de 7.97 +
0.96%.

Par contre le taux d’hémolyse le plus faible est enregistré a la dose 25mg/ml pour

I’extrait de décoction avec un taux de 0.61 + 0.17%.

L’extrait aqueux de ’ortie est trés riche en flavonoide, qui sont toxiques vis-a-vis des
cellules cancéreuses, mais ils ne sont pas toxiques ou moins toxiques a 1’encontre des cellules

normales (Ghedira, 2005).
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Par contre, il est riche en terpene, qui sont de puissants fluidifiants membranaires dans
les cellules érythrocytaires et fibroblastiques, mais aussi un plus grand potentiel d’irritation
(Mendanha et al., 2013). Ce qui peut expliquer le taux d’hémolyse qui a atteint 7.97 £ 0.96%
a la plus haute dose 100 mg/ml, et qui est un peu élevé par rapport aux autres extraits des

plantes.

La figure 38 représente le frottis des globules rouges traités par les trois extraits de

d’Urtica dioica a la plus haute dose 100 mg/ml.

L IFYLR 3

Figure 38: Globules rouges traités par les extraits aqueux d’Urtica dioica (Originale,
2023); A: extrait de décoction (— : ghost), B: extrait d’infusion, C: extrait de macération (

: stomatocyte), D: stomatocyte, E: ghost.

Sur le frottis sanguin ; on constate une présence d’un nombre plus ou moins important
de stomatocyte, beaucoup plus pour I’extrait de macération; globule rouge de forme de

bouche, et quelques globules rouges ghosts.
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Les anomalies causées au niveau de la membrane des globules rouges, entrainaient une
fragilité et une destruction de la membrane avec le temps, et on constate que ces plantes
peuvent entrainer une modification de forme de globule rouge et de taille in vitro. Ce qui
meénent a penser que si ces plantes se trouvent dans des conditions in vivo, elles entrainent

des hémolyses intra ou extra-tissulaire (fragilit¢) dans 1’organisme.

Dr’ailleurs, le taux d’hémolyse pour les quatre extraits; Bunium mauritanicum,
Chamaerops humilis (graine), Chamaerops humilis (péricarpe) et Urtica dioica a la plus
haute dose 100mg/ml, a été signalé sur les préparations; (macération, macération, décoction et
infusion) respectivement avec un taux d’hémolyse de 3.28 + 0.40%, 2.85 + 0.30%, 7.60 +
1.60% et 7.97 £ 0.96%.

Le test d’hémolyse réalisé a montré que les trois especes ne possedent pas vraiment un
effet hémolytique. Cependant, les extraits de péricarpe de Chamaerops humilis et Urtica
dioica présentent un léger effet hémolytique a des concentrations tres élevées par rapport aux

deux autres extraits.

La quantité de matiere végétale nécessaire a une infusion est généralement de 3g pour
200 ml d’eau. Cela veut dire qu’on aura une concentration d’extrait pour; Bunium
mauritanicum, Chamaerops humilis (graine), Chamaerops humilis (péricarpe) et Urtica
dioica de 4.9 mg/ml, 2.25 mg/ml, 9.79 mg/ml et 3.7 mg/ml respectivement. 1l est a noter que
un verre de 200 ml d’infusion de Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis (graine),
Chamaerops humilis (péricarpe) et Urtica dioica équivaut a une consommation de 980 mg,
450 mg, 1. 958 g, 740 mg d’extrait Sec respectivement.

Les graines de Chamaerops humilis, sont avérées les moins toxique, avec des

pourcentages qui n’ont pas dépassé 03%.

Notre alimentation et notre environnement nous exposent a un grand nombre de
molécules naturelles ou de synthése, dont les plantes sont des véritables usines chimiques qui
produisent plusieurs molécules non indispensables a la vie cellulaire, que 1’on appelle des

métabolites secondaires (Wink, 2003).
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Méme si une plante posséde une grande capacité antioxydante, mais avec la présence
d’un effet hémolytique ; il sera impossible de 1’utiliser en médecine traditionnelle et en

préparations pharmacologiques car D’effet hémolytique est un indicateur de cytotoxicité

(Haddouchi et al., 2016).

D’ailleurs le degré d’hémolyse differe selon des facteurs proprement corpusculaires par
exemple modification de la forme ou la membrane, le métabolisme énergétique intracellulaire

ou la structure de I’hémoglobine (Fedala et al., 2006).

Il n’y a pas d'information sur nos plantes choisies ce qui rend difficile la comparaison
de nos résultats. Néanmoins nous avons comparé nos résultats avec d’autres plantes rapportés

dans la littérature.

De méme, Elalaoui note dans son étude en (2015) sur Berberis vulgaris ; une activité
hémolytique et une toxicité. En effet, les extraits des alcaloides totaux présentent un effet
hémolytique trés élevé a 5 mg/ml avec un taux d’hémolyse de 54.21%, cet extrait est
considéré comme étant le plus toxique vis-a-vis des globules rouges. En revanche, les extraits
aqueux de Berberis vulgaris a une concentration de 5 mg/ml ont montré une activité

hémolytique faible.

Concernant 1’étude biologique réalisée par Haoulia en 2015, pour I’extrait de la partie
aérienne d’Ammoides verticillata, a souligné un taux d’hémolyse faible d’ordre de 4,78% a
une concentration de 0,42 mg/ml. Par contre, elle a constaté un taux d’hémolyse élevé d’ordre

de 65 % en présence de 3,33 mg/ml d’extrait testé par rapport I’hémolyse totale.

D’autre plante, citons Marrubium vulgare, Haloxylon scoparium pomel, présentent des
taux d’hémolyse de 6% ,7% respectivement a une concentration de 20 mg/ml (Moussaoui
and Harkati, 2013).

Nos résultats se rapprochent a ceux trouves par (Nunes et al., 2016) qui ont enregistré
un taux d’hémolyse de la plante ; Thymus vulgarae de 0.7% a une concentration trés faible
(4.09 pg/ml).

Peu d’étude ont été signalée sur I’activité hémolytique, contrairement a ’activité anti-

hémolytique, beaucoup de chercheurs ont étudié 1’effet anti-hémolytique, citons Salah and
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Yessead (2018) ; qui ont révélé une activité anti-hémolytique remarquable des extraits d’ortie

contre I’hémolyse induite par le Na Cl et par 1’éthanol.

D’une part, Guerfa and Ounaissia (2015) ont déterminé expérimentalement de
différents résultats sur le pouvoir anti-hémolytique pour quatre plantes ; Origanum vulgrae,
Thymus vulgaris, Mentha pulégium et Arthemisia herba elba, dont 1’étude a révélé pour
I’Origanum vulgrae ; un effet stabilisant de la membrane des GR en inhibant 50% 1’hémolyse
a une dose de 53,66 + 1,32 mg/ml, pour Thymus vulgaris; un effet stabilisant de la membrane
des GR en inhibant 50 % 1’hémolyse avec une dose de 13,67 £ 4,76 mg/ml. Par contre les
deux derniéres plantes Mentha pulégium et Arthemisia herba elba, ne présentent aucun effet

stabilisant de la membrane des GR.

D’autre part, Amrane and Babahani ont étudié en 2017 I’effet anti-hémolytique pour
la plante de Mentha spicata, dont le taux d’inhibition de I’hémolyse est de (49.53%, 26.56%,
30.47%) et cela a de faibles concentrations d’huile essentielle de 1.60, 0.90 et 0.51 mg/ml

respectivement.

Selon Mbula et al., (2018) ; les huiles essenticlles d’Entandrophragma cylindricum
peuvent inhiber I’hémolyse de la drépanocytose, probablement par piégeage des radicaux
libres produits spontanément dans les GR falciformes.

D’aprés les résultats d’Alinezhad et a.,I (2013) ; Hyssopus officinalis a une bonne
activité anti-hémolytique contre 1’hémolyse induite par H202, 48.51 + 2,27 pg/ml pour les
fleurs, 19,47 + 0,73 pg/ml pour les feuilles et 63,1 + 2,65 mg/ml pour les tiges.

Selon Bouzid (2018) I’huile essentielle d’Helichrysum italicum protége les GR contre
I’hémolyse induite par le milieu hypotonique. Le traitement par I’HE entraine donc une
certaine stabilit¢ de la membrane plasmique. Le pourcentage de protection de ’HE est de

56.2% avec une concentration de 132 pg/ml.

En 2018, Salah and Yessead ont realisé un test anti-hémolytique de différentes
plantes ; le premier test a été réalisé sur les feuilles de Piber betel ; I’activité anti-hémolytique
induite par H202 est de 40.6% pour une concentration de 5 mg/ml, et pour le deuxiéme a été
réalisé sur les feuilles et les fleurs de Gymnema sylvestre ; I’activité anti-hémolytique induite

par H202 est de 50% a une concentration de 29.83 pg/m.
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L’Algérie présente un patrimoine végétal important par sa richesse et sa biodiversité, et
la phytothérapie peut constituer une médecine alternative ou au moins comme un complément

a la pharmacie classique.

Mais certaines plantes utilisées a des fins thérapeutiques peuvent présenter une menace
pour la santé humaine a fortes doses, par conséquence des recherches sur leur toxicité sont

nécessaires dans l'intérét du consommateur.
« Tous est toxique, c’est une question de dose ».

Dans ce travail nous nous nous sommes intéressées a faire une étude ethnobotanique, un
criblage phytochimique et & évaluer 1’activité hémolytique des extraits aqueux de trois plantes

; Bunium mauritanicum, Chamaerops humilis et Urtica dioica.

Dans un premier volet de ce travail, nous avons fait une étude ethnobotanique dans la
région de Tiaret, dont les résultats de cette enquéte ont révélé une diversité des maladies
traitées par les trois plantes médicinales, des préparations, des modes d’emplois et des modes

d’administrations assez différents, trés largement utilisés par la population étudiee.

Nous avons constaté des nombreuses maladies qui peuvent étre traitées par nos plantes
étudiées a savoir ; Bunium mauritanicum qui est un bon traitement de thyroide, mais elle peut
étre utilisée pour traiter les maladies respiratoires, les angines, la toux et méme pour la prise
de poids. Par contre, le Chamaerops humilis est utilisé généralement pour soulager les maux
d’estomac, la prostate, le colon, les douleurs abdominales et il est trés peu connu aupres des
herboristes. Et pour la troisieme plante; Urtica dioica est utilisé surtout pour la prostate, la

tension, les infections urinaires, les anémies et les maladies cutanées.

Dans un deuxiéme volet de ce travail, ont procédé a I’extraction des molécules
bioactives par trois méthodes d’extraction aqueuse (décoction, infusion, et macération).
L’ étude phytochimique a permis de mettre en évidence ’existence de plusieurs métabolites
secondaires et nous avons conclu que I’extrait de Bunium mauritanicum est trés riche en
quinones, mucilages et les terpénoides ; 1’extrait de Chamaerops humilis (graine) est trés
riche en composés phénolique, tanins, alcaloides, terpénoides, stérols et polyterpénes, par
contre le péricarpe de Chamaerops humilis est tres riche en flavonoides, coumarines, tanins,

quinones, saponines, terpénoides, stérols et polyterpénes.
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Et pour la derniére plante Urtica dioica est riche en saponines, tanins, flavonoides,

coumarines, quinones, mucilages, composes phénoliques et les terpénoides.

Dans le troisieme volet de ce travail on a évalué I’effet hémolytique a fin d’étudier la
cytotoxicité et I’influence des extraits aqueux de trois plantes ; Bunium mauritanicum,
Chamaerops humilis et Urtica dioica, par un test réalisé in vitro sur des érythrocytes isolés du

sang humain et conservés dans un milieu isotonique PBS (pH = 7,4).

Les résultats montrent que le pourcentage d’effet hémolytique augmente en fonction de
la concentration d’extrait, les deux taux éleves (7.97 + 0.96% et 7.60 + 1.60%) sont obtenus
avec les deux extraits aqueux d’Urtica dioica et le péricarpe de Chamaerops humilis a une
concentration de 100 mg/ml respectivement, et ces deux extrait sont considérés comme étant
les plus toxique vis a-vis les érythrocytes humains, comparés aux autres extraits (Bunium
mauritanicum, et les graines de Chamaerops humilis) qui présentent un taux d’hémolyse trés
faible (3.28 £ 0.40%, et 2.85 + 0.30%, respectivement).

Aprés 1’étude ethnobotanique, le criblage phytochimique et 1’analyse biologique qu’on a
effectué, on peut conclure que nos plantes sont riches en métabolites secondaires ce qui les
conféere une valeur thérapeutique et médicinale importante, mais cette étude reste préliminaire
et pas indicative sur le mécanisme réel par lesquelles agit ces plantes, et elle ne constitue
qu’une premicre €tape dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement

actives.

Nous espérons que cette contribution mettra davantage en lumiere la richesse de ce
savoir-faire, car la pratique de la phytothérapie est laissée a la vulgarisation et 1’oubli

scientifique, Iégislatif et universitaire.

Par ailleurs, les autorités doivent intervenir pour mieux comprendre et développer le
domaine de la phytothérapie en réglementant le secteur, en formant des experts, et en

promouvant la recherche sur les plantes médicinales.

En perspective, il serait fort intéressant d’approfondir les études in vitro par des essais
in vivo de nos plantes médicinales étudiées pour déterminer leur mode d’action, leur toxicité
et éventuelle effet hémolytique, et €largir I’action pharmacologique de ces plantes sur d’autres

applications thérapeutiques.
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Il serait souhaitable, également de tester I’effet des plantes sur la sensibilité et la

stabilité de la membrane plasmique.

Et il serait nécessaire d’identifier les molécules par les méthodes d’analyse (RMN,
spectrophotomeétre de masse), élargir le panel des activités biologiques in vitro et in vivo, et
réalisés d’autres tests biologiques : antidiabétique, anticancéreux, antioxydant et anti-

inflammatoire.
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Annexe 1

Matériel utilisé

Fiche questionnaire : plante médicinale et phytothérapie
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® Mode d’emploi : poudre (1 infusion L1 décoction I macération [
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® Mode d’administration : interne [1 externe [
L I U = T TP
® Indication :

[] La thyroide [] Lestractus urinaire

[] La toux [] Lacirculation sanguine

[] Lesangines [] Le rhumatisme

] Mal de gorge [1  Les hémorroides

[ ] Laprostate [] Les maladies cutanées

[] Lecolon [] Latension

[] L’anémie [] L’hépatite

[ Les douleurs abdominales [] La constipation

L Loestomac [] Allergie

L1 Cholestérol [] Diabete
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Les verreries, les appareils, les produits chimiques et autre matériel utilisé dans notre

étude expérimentale sont regroupés dans le tableau 10 :

Tableau 10: Matériel et produits chimiques utilisées.

Verreries Appareils Produits chimiques Autre matériel
Bécher Etuve L’eau physiologique Spatule
Erlen meyer Balance électrique Ethanol Barreau magnétique
Entonnoir Balance analytique Réactif de Wagner | Papier d’aluminium

Verre a montre
Cristallisoir
Boite pétri en verre

Tube d’essai en
Verre

Eprouvette
Pipette pasteur

Flacon en verre

de précision

Agitateur
magnétique

Plaque chauffante
Distillateur
pH meétre
Spectrophotomeétre
Centrifugeuse
Bain marie
Broyeur électrique
Microscope optique
Vortex

Réfrigérateur

Réactif de Mayer
Eau distillée
HCL
KOH
Anhydride acétique
NAOH
Acide iso-amylique
Chloroforme
Liqueur de Fehling
FeCl3
Tampon PBS
Colorant MGG

Huile d’immersion

Micropipette

Papier filtre (filtre a
café ou Whatman)

Papier absorbant
Portoir
Pince
Tube sec héparine
Seringue
Embouts
Pissette
Gants
Alcool
Lame microscopique
Cuve
Cotton

Garrot
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Figure 40 : Autre matériel utilisé.
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Annexe 2

Protocoles d’extraction

Figure 43: Les étapes d’extraction par macération.
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Annexe 3

Réactif de Mayer

Dissoudre 1.358 g de chlorure de mercure (HgCl2) dans 60 ml d’eau distillée, puis 5 g
d’iodure de potassium (KI) dans 10 ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster

le volume total & 100 ml.
Réactif de Wagner

Dans 75ml d'eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g d’I2. Le volume obtenu est ajusté a 100

ml avec I'eau distillee.
Alcool chlorhydrique
Meélanger a volumes égaux d’alcool a 95 % et d’acide chlorhydrique concentré.

Liqueur de Fehling

e Fehling A : dissoudre 3.5 g de sulfate de cuivre pentahydraté (CuS20) dans 50 ml
d’eau distillée.
e Fehling B : dissoudre 6.5 g d’ammoniaque (NH4OH), 17.3 g de tartrate de sodium et

de potassium dans 35 ml d’eau distillée, puis compléter le volume a 50 ml.

Phosphate buffered saline (PBS)

Pour prépare une solution tampon de PBS a ph=7.4, on a utilisé les composés suivants
avec les concentrations qui correspondent : Na2 Hpo4 (8Mm), Kh2 Po4 (2Mm), K CI
(2.7Mm), Na CI (137Mm) (Haddouchi et al., 2018).
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Figure 44: Préparation du PBS.
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Annexe 4

Résultats de screening phytochimique

— y e takull JE=T
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= 1 N

Composé réducteur

Figure 45: Tests phytochimiques du Bunium mauritanicum.
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Figure 47: Tests phytochimiques de Chamaerops humilis (graine).



Coumarine

Figure 49: Tests phytochimiques du Chamaerops humilis (péricarpe).
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Figure 50: Tests phytochimiques d’Urtica dioica.

Figure 51: Tests phytochimiques d’Urtica dioica.
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Analyse statistique

Annexe 5

Tableau 11: Analyse de la variance a un facteur de I’effet des extraits sur le rendement

d’extraction de Bunium mauritanicum.

- Somme des Degré de Moyenne des
Source des variations . 2 . F
carrés liberté Carrés P
Entre groupes 220,667 2 110,333 22,568 002
A D’intérieur des groupes 29,333 6 4,889
Total 250,000 8

Tableau 12 : Analyse de la variance a un facteur de 1’effet des extraits sur le rendement

d’extraction de Chamaerops humilis (graine).

- Somme des Degré de Moyenne des
Source des variations . : . , F
carrés liberté Carrés P
Entre groupes 118,222 2 59,111 21,280 002
A D’intérieur des groupes 16,667 6 2,778
Total 134,889 8
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Tableau 13: Analyse de la variance a un facteur de I’effet des extraits sur le rendement

d’extraction de Chamaerops humilis (péricarpe).

Source des variations So?ar::eésdes Dﬁggige Moyézr:pgsdes F P
Entre groupes 249,556 2 124,778 2,083 | ,206
A P’intérieur des groupes | 359,333 6 59,889
Total 608,889 8

d’extraction d’Urtica dioica.

Tableau 14: Analyse de la variance a un facteur de I’effet des extraits sur le rendement

Total

Source des variations Sorg]ar:;(ésdes Dﬁggftge Mo;c/:zr:péesdes F P
Entre groupes 4,222 2 2,111 ,218 ,810
A D’intérieur des groupes 58,000 6 9,667

62,222 8

extraits de Bunium mauritanicum sur le taux d'hémolyse.

Tableau 15: Analyse de la variance a un facteur de concentration des doses des trois

Source des variations Sorcnarrnrzsdes Dﬁggige MO%Z?P:SdeS F P
Entre groupes 33,763 8 4,220 9,285 |,000
A D’intérieur des groupes 8,182 18 ,455
Total 41,945 26
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Tableau 16: Analyse de la variance a un facteur de concentration des doses des trois

extraits de Chamaerops humilis (graine) sur le taux d’hémolyse.

Source des variations So?ar:lzsdes Dﬁggige Mogr:r:sdes F P
Entre groupes 102,379 8 12,797 | 11,007 | ,000
A D’intérieur des groupes 20,929 18 1,163
Total 123,307 26

extraits de Chamaerops humilis (péricarpe) sur le taux d’hémolyse.

Tableau 17: Analyse de la variance a un facteur de concentration des doses des trois

Total

Source des variations Sorg]ar:;(ésdes Dﬁggftge MOézr;P:Sdes F P
Entre groupes 17,986 8 2,248 10,151 | ,000
A D’intérieur des groupes 3,987 18 221

21,972 26

extraits d’Urtica dioica sur le taux d'hémolyse.

Tableau 18 : Analyse de la variance a un facteur de concentration des doses des trois

Total

Source des variations Sorcnarrnrzsdes Dﬁggige MO%Z?P:SdeS F P
Entre groupes 17,986 8 2,248 10,151 | ,000
A D’intérieur des groupes 3,987 18 221

21,972 26




