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“I believe in intuition and inspiration. Imagination is more 

important than knowledge. For knowledge is limited, 

whereas imagination embraces the entire world, 

stimulating progress, giving birth to evolution. It is, 

strictly speaking, a real factor in scientific research.” 

Albert Einstein 
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Introduction générale  



 

INTRODUCTION 

L’utilisation des plantes médicinales a évolué à travers les époques entre l’exploitation 

à l’état brut des plantes, l’extraction comme principes actifs, jusqu’à l’identification de leurs 

compositions et leurs effets biologiques. 

La flore africaine en général, et algérienne en particulier, regorge d’une importante 

réserve de plante à caractère médicinale et aromatique. La flore algérienne compte près de 3000 

espèces appartenant à plusieurs familles botaniques dont 15% sont endémiques (Quezel et 

Santa., 1963). Ce potentiel floristique, constitué de plantes médicinales toxiques et 

condimentaires, reste très peu exploré sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan 

pharmacologique.   

A nos jours, l'usage des plantes médicinales a une grande importance chez les 

populations. D'après les données fournies par l’OMS, 80 % de la population mondiale traitent 

leurs problèmes de santé par des remèdes traditionnels, d'une part parce qu'elles n'ont souvent 

pas accès aux médicaments prescrits par la médecine moderne et, d'autre part, parce que ces 

plantes ont souvent efficaces (Novais et al., 2004). La plupart des médicaments actuels, sont à 

base de plante ou fabriqués à partir de leurs modèles (synthèse ou hémisynthèse chimique des 

principes actifs). Le traitement par les plantes médicinales est donc devenu une grande science, 

dans laquelle on part de la plante vers le principe actif.    

Le travail entrepris dans cette thèse s’inscrit dans le cadre de la valorisation d'une plante 

de la famille des Asteraceae, une plante utilisée en Afrique du nord, dont l’Algérie, où Atractylis 

flava Desf, nommé localement “assenan aouragh”, est connue pour ses propriétés diuertique 

(Daniele et al, 2005). Peu de recherches qu’ont été menées sur sa composition chimique, mais 

aucun travail n’a été réalisé pour bien cerner ces activités biologiques. En effet, les études 

chimiques réalisées sur cette plante ont mis en évidence la présence des flavonoïdes, des 

triterpènes, des stéroïdes et des saponines. 

La sélection de cette espèce est basée essentiellement sur la richesse de cette plante en 

métabolites secondaire, l’endémisme et l’utilisation éventuelle en médecine traditionnelle en 

vue d’une investigation biologique. 

 

 



 

INTRODUCTION 

L’objectif de cette étude est d’approfondir les connaissances pharmacologiques sur cette 

plante endémique.  

Deux objectifs spécifiques sont fixés :   

• Caractérisation qualitative et quantitative du contenu en composés phénoliques (phénols 

totaux, flavonoïdes, saponoside……) dont la plante entière.  

• Etude du potentiel toxique (toxicité aigüe, cytotoxicités) et évaluation in vivo et/ou in 

vitro des activités biologiques de la plante. 

Ce manuscrit est divisé en trois parties, la première est axée sur la plante, dont le premier 

chapitre, la présentes de manière générale en détaillant brièvement leur morphologie, la 

description du genre atractylis et de ses métabolites et présente les résultats obtenus sur l’étude 

phytochimique d’Atractylis flava Desf de ces extraits et métabolites isolés. Le deuxième 

chapitre est consacré aux métabolites secondaires et leurs propriétés biologiques.  

• La deuxième partie comportera l’extraction, le criblage chimique, le dosage des 

polyphénols et flavonoïdes, l’évaluation toxicité aigu   d’Atractylis flava Desf. Et 

l’évaluation de certaines propriétés pharmacologiques in vitro (activité 

antioxydante, activité cytotoxique, anticancereuse, antidiabetique et anti-

inflammatoire) et in vivo (activité diuertique, activité antidiabetique, anti-

inflammatoire et antipyrétique).  

• ▪ La troisième partie concernera les résultats et discussion, conclusion et 

perspectives. 
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Chapitre 1 : Etude botanique d'atractylis flava Desf 

I.1. Les Asteraceae  

 La famille des Asteraceae est une importante famille de plantes dicotylédones qui comprend 

près de 13 000 espèces réparties en 1500 genres (Bremer K.,1994). Le sol algérien compte 

environ 109 genres et plus de 408 espèces (Quezel et Santa., 1963).  Les Asteraceae 

connaissent une distribution géographique mondiale, à l'exception de l'Antarctique. Elles 

s'acclimatent bien aux régions tropicales et subtropicales semi-arides, à la toundra alpine et 

arctique et aux régions tempérées. Elles sont, en revanche, peu présentes dans la forêt tropicale. 

Ce sont essentiellement des plantes herbacées même s'il peut exister des arbres, des arbustes ou 

des lianes (Bremer K.,1994). 

I.1.1. Description botanique 

Les plantes de la famille Asteraceae se caractérisent surtout par leur inflorescence, des fleurs 

regroupées en capitules, plus ou moins fréquemment convexe, sur l’extrémité élargie d’un 

rameau ou d’une tige et entourées d’une structure formée par des involucres (Ozenda, P., 

1991). Les fleurs (fleurons), stériles, unisexuées ou hermaphrodites, sont caractérisées par leurs 

anthères soudées, les ovules ont une position basale dans l’ovaire (Figure I.1). On peut les 

diviser en trois groupes suivant l'aspect des capitules : les tubuliflores, les liguliflores et les 

radiées (Judd et al.,1990). 

❖ Les premières ont une inflorescence uniquement composée de fleurs tubuleuses 

régulières, elles présentent des tubes terminés par des lèvres imperceptibles où s'ouvrant 

plus ou moins largement en cinq lobes (chardon, centaurée).  

❖ Les secondes composées uniquement de fleurons ligulés. Elles présentent des 

languettes, ou ligules, dans lesquelles les équivalents des pétales sont soudés, 

généralement par cinq, reconnaissables seulement aux dents de la languette (chicorée, 

laitue).  

❖ Les dernières ont des fleurs tubuleuses régulières au centre (c'est ce qu'on appelle le 

disque) et des fleurs tubuleuses irrégulières ou ligulées tout autour en forme de couronne 

(marguerite, aster). 

I.1.2. Position systématique de la famille Asteraceae  

Les plantes Asteraceae sont classées dans la famille des phanérogames regroupant le plus 

nombre d’espèces. Cette famille comprend plus de 1600 genres et environ 24000 espèces (Funk 

et al.,2009) C’est une famille largement répandue dans le monde entier sauf l’Antarctique, mais 
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Chapitre 1 : Etude botanique d'atractylis flava Desf 

ses plantes sont principalement localisées dans les régions tempérées. Elle se distingue 

essentiellement par sa structure florale uniforme, sa grande variété écologique, son caractère 

cosmopolite. On y trouve surtout des plantes herbacées, vivaces et à feuilles alternes (Raven et 

al.,2000). 

 La classification des Astéracées est très complexe et diverge selon les auteurs. Les plantes 

appartenant à cette famille ont fait l’objet de nombreux travaux de recherches pour élaborer une 

classification plus précise de cette grande famille. Elle est partagée en de nombreuses tribus qui 

sont regroupées en 3 sous-familles par certains auteurs (Bremer et Jansen) : Barnadesioideae, 

Asteroideae et Cichorioideae (Bremer, K.,1994 ; Bremer et al.,1992 ; Bremer, K.,1987). 

Des chercheurs (Baldwin et al.,2002 ; Panero et Funk) ont récemment élaboré un nouveau 

système de classification basé sur des critères de la phylogénie moléculaire. Ils ont pris en 

compte tous les caractères héritables, depuis ce qui est visible (base des classifications 

traditionnelles) jusqu’aux séquences d’ADN, en passant par les protéines et les données de la 

paléontologie, divisant cette famille en 12 sous-familles et 43 tribus. Ces sous-familles sont : 

Barnadesioideae, Stifftioideae, Mutisioideae, Wunderlichioideae, Gochnatioideae, 

Hecastocleidoideae, Carduoideae, Pertyoideae, Gymnarrhenoideae, Cichorioideae, 

Corymbioideae et Asteroideae. Parmi ces tribus on peut citer : Barnadesieae, Stifftieae, 

Nassauvieae, Dicomeae, Tarchonantheae, Arctotideae, Astereae, Anthemideae, Heliantheae, 

Cichorieae et Cardueae. 

I.2. Présentation du genre Atractylis  

Le genre Atractylis (Asteraceae) comporte une trentaine d’espèces localisées sur le bord et les 

iles de la Méditerranée, au moins seize espèces sont présentes en Algérie. Les Atractylis sont 

des plantes herbacées très épineuses annuelles, bisannuelles ou vivaces, à aspect de petits 

chardons. Localement, elles sont appelées « Assenane awragh » (Ozenda, P., 1991).  

Les capitules sont entourés par les feuilles supérieures (feuilles involucrées) et dont les bractées 

externes sont elles-mêmes épineuses ; akènes velus surmontés d’une aigrette blanche très 

fournie (Ozenda, P., 1991). 
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I.2. 1.Rappel botanique  

Atractylis flava Desf. est une plante vivace, à tiges épaisses, dressés, à rameaux très feuillés et 

de taille 10 à 20 cm. Les feuilles sont très épineuses, involucrales, deux fois plus longues que 

celles du milieu de la tige. Les capitules ne dépassant pas 2 cm de diamètre sont à fleurs jaunes 

(Figure 1) (Ozenda, P., 1991 ; Quezel et Santa., 1963). 

   

                  Figure 1. Images de l’espèce Atractylis flava Desf. (Biskra, mai 2015). 

Atractylis flava Desf est répandue dans le nord saharien, Elle est désignée sous le nom 

vernaculaires : « serr, chouik, takesma, shawk elgamal et assenane awragh » et possède un 

synonyme Atractylis carduus (Forsk.) Christ (Quezel et Santa., 1963). Cette espèce est classée 

comme suit :   

Famille : Asteraceae 

Sous famille : Carduoideae 

Tribu : Cardueae Sous tribu : Carlininae 

Genre : Atractylis L. Espèce : Atractylis flava Desf. 

Synonyme : Atractylis carduus (Forsk.) Christ. 

Noms vernaculaires : Chouik, takesma, assenane awragh (Algérie), serr (Tunisie) et shawk 

el-gamal (Egypt). 

I.4.2. Travaux antérieurs de chimie sur l’espèce Atractylis flava  

Le genre Atractylis est connu par sa richesse en métabolites secondaires. Les études chimiques 

réalisées sur l’espèce A. carduus (A. flava) poussant en Egypte en conduisant à l’isolement et 

la caractérisation de plusieurs métabolites connus de types flavonoïdiques et triterpéniques. 

(Melek et al.,1992 ; Melek et al.,1989).  
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En effet, les travaux réalisés par F. Malek et al en 1992. Sur l’espèce Atractylis carduus ont 

permis d’isoler les flavonoïdes suivants :  

 

 

             Quercétine                                                              Isorhamnétine 

 

 

 

 

 

 

                        Rutine                                                       Isorhamnétine 3-O-glucuronide                                

 

 

 

 

                                                                                                                                 

Neoschaftoside                                             Vicenine 2                              Schaftoside                                         

 

Une autre étude réalisée par F. Melek et al en 1989 sur les parties aériennes de la même plante 

a conduit à l’isolation des triterpènes suivants :  

 

https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjvlv_UydjbAhWIsxQKHc7KC2cQjRx6BAgBEAU&url=https://fr.wikipedia.org/wiki/Rutoside&psig=AOvVaw1PyGIgSxTD7U6aNPzY3_d5&ust=1529251967126689
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiGz_6hytjbAhVLOhQKHU1sDmkQjRx6BAgBEAU&url=http://kanaya.naist.jp/Twins/top.jsp?kword%3DC00005376%26sword%3D90%26mode%3Dlist1&psig=AOvVaw3c8xzkmu0eSRjsLNpcDG0J&ust=1529252078061568
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjmn6-0x9jbAhXBvhQKHZMbAYwQjRx6BAgBEAU&url=http://maladiesneurodegeneratives.e-monsite.com/pages/la-maladie-d-alzheimer/pour-approfondir-1.html&psig=AOvVaw16iVW7_1zKX3SC-q52qShs&ust=1529251346451305
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                                                                                              Stigmastérol 

3β-hydroxy-11α,12αépoxyoléanan-28,13β-olide 

 

 

 

 

                        β-sitostérol                                                               Acide oléanolique 

 

 

 

 

 

                         Lupéol                                                                Lupéol acétate 

 

 

 

                                                           Bétuline 

 

L’étude phytochimique de Chaabani et al 2016 effectués sur les extraits dichlorométhane, 

acétate d’éthyle et n-butanolique de la plante Atractylis flava Desf entière a mené à 

l’identification de 30 composés. Les composés caractérisés appartiennent à quatre classes de 
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métabolites secondaires : les flavonoïdes, les triterpènes, les stéroїdes et les saponines. Ils se 

répartissent comme suit : 

➢ Onze flavonoïdes dont deux sont nouveaux :  

  

 

 

 

 

Atraflavoside A : 6-hydroxykaempférol 6-méthyl éther 7-O-βglucopyranuronoside 

 

 

 

 

 

 

Atraflavoside B : isorhamnétine 3-O-[(6'''-O-E-feruloyl) -β-D-glucopyranosyl (1→2)] -β-D-

galactopyranoside 

▪  Deux flavonoïdes C-glycosylés : 

 

 

 

 

 

        

            Vicenine 3                                                                    Schaftoside 
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▪ Trois flavonoïdes O-glycosylés :  

 

 

 

 

 

 

 Isorhamnétine 3-O-robinobioside                                                           Narcissine 

 

 

 

 

                                                                           Tiliroside  

▪ Quatre flavonoïdes aglycones : 

  

 

 

 

 

                   Chrysine                                                                Quercétine                                                           

 

 

  

                Apigénine                                                                              ladaneine 
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➢ Trois saponines bidesmosidiques nouvelles :  

 

 

 

 

 

 

Acide 16α-hydroxygypsogénique 3-O-β-D- glucuronopyranosyl-28-O- [β-Dxylopyranosyl- 

(1""→4"‘) -α-L-rhamnopyranosyl-(1"'→2")-β- D-xylopyranosyl] 

 

Acide 16α-hydroxygypsogénique 3-O-β-D- glucuronopyranosyl-28-O-[β-Dxylopyranosyl- 

(1""→4"')-α-L-rhamnopyranosyl-(1"'→2")-α- L-arabinopyranosyl] 

 

 

  

 

 

Acide quillaique 3-O- [β-D-galactopyranosyl- (1''→2’) -β-D-glucuronopyranosyl] -28-O- 

[((3""'-O-acétyl) -β-D-xylopyranosyl) -(1""'→4") - ((2""-O-acétyl) -α-L-rhamnopyranosyl) -

(1""→2"‘) - β-D-xylopyranosyl. 



 

9 
 

Chapitre 1 : Etude botanique d'atractylis flava Desf 

 

Douze triterpènes à squelette pentacyclique : 

▪  Sept à squelette oléanane : 

 

 

 

 

 

 

 

Acide echinocystique                                          Acide oléanolique 

 

 

 Caulophyllogénine                                                 Hédéragénine 

 

 

 

 

 

Oléana-9(11),12-dièn-3-yl acétate                                       11-oxo-β-amyrine acétate 

 

 

 

                                                                   β-amyrine 
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▪  Deux à squelette ursane : 

 

 

         Ursa-9(11),12-dièn-3-yl acétate                              11-oxo-α-amyrine acétate 

 

▪ Trois à squelette lupane :   

 

 

 

 

 

 

 

 

Lupéol                                                                        Lupéol acétate 

 

 

 

 

 

 

                                          L’acide bétulinique. 
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➢ Quatre phytostérols : 

 

 

 

 

 

 

Stigmastérol                                                Spinastérol 

 

          

 

                Stigmastérol glucosylé 

                Daucostérol glucosylé 

 

I.2.3. Activités biologiques antérieurs sur l’Atractylis flava  

 

Une étude biologique effectuée sur la plante Atractylis carduus poussant en Egypt, a révélé que 

les extraits méthanolique et hexanique des parties aériennes de cette espèce présentent une 

activité antibactérienne remarquable. En effet, cette étude a montré que ces extraits possèdent 

un effet sur les bactéries Gram positif (staphylococcus aureus et bacillus cereus) et Gram 

négatif (klepsiella pneumonia) (Abdel Rahman et al.,2011).
 

 

Une autre étude réalisée sur les extraits hexanique, acétate d’éthyle, méthanolique et aqueux 

des parties aériennes de la plante Atractylis serratuloides poussant en Tunisie a montré que 

l’extrait acétate d’éthyle est actif vis-à-vis des bactéries pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli et salmonella enterica (Bouaziz et al.,2009). 

L’extrait méthanolique ainsi que les extraits n-hexane, CHCl3, AcOEt et n-BuOH des racines 

de la plante Atractylodes japonisa ont subi une investigation biologique en vue d’évaluer leurs 

propriétés antimicrobiennes. Les résultats ont révélé que ces extraits sont très actifs contre la 

souche staphylococcus aureus (Bouaziz et al.,2009). 
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En effet, l’étude réalisée sur les extraits éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle, n-

butanol de la plante entière Atractylis flava poussant en Algérie a montré que ces extraits 

possèdent tous une activité antioxydante et une activité antibactérienne modérée sur la souche 

Staphylococcus aureus (chabani et al.,2016). 

1.2.4. Utilisation en médecine traditionnelle 

 

La médecine traditionnelle est très répandue aussi bien dans les pays en développement que 

dans les pays développés. Plusieurs espèces de la sous-tribu Carlininae ont des propriétés 

thérapeutiques remarquables, et sont utilisées en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous 

allons citer quelques exemples d’espèces de très grande importance thérapeutique : L’espèce 

A. flava est reconnue particulièrement pour ses effets diurétiques (El Rhaffari et Zaid.,2002). 

Atractylis gummifera L. : connue sous le nom de chardon à glu (choûk el-eulk ou Addâd). Au 

Maroc en usage interne, la racine desséchée est utilisée pour arrêter les hémorragies et pour 

provoquer les vomissements (les émétiques). La plante, particulièrement sa racine, est utilisée 

comme narcotique. Elle est utile contre l’épilepsie et l’hystérie et guérit les œdèmes. Elle est 

aussi reconnue pour ses propriétés diurétiques et antipyrétiques, et pour le traitement des 

parasites intestinaux et les ulcères ainsi que des morsures de serpents. En fumigations, on 

l’emploie dans le traitement des rhumes, des vertiges, des céphalées et des paralysies. En usage 

externe, le chardon à glu est utilisé pour ses propriétés cicatrisantes en applications locales, en 

frictions ou en cataplasmes, dans le traitement de la gale, des taches de rousseur, des boutons 

d’acné, des chancres syphilitiques, des abcès et des furoncles (El Rhaffari et Zaid.,2002). 

Atractylis gummifera L est très toxique du fait de la présence en quantité importante 

d’actractyloside et carboxyatractyloside ou gummiférine dans les racines de la plante. Ces 

molécules sont des inhibiteurs de la phosphorylation oxydative de la mitochondrie (Daniel et 

al.,2005 ; Skalli et al 2002).
 

Le genre Atractylodes est très utilisé en pharmacopée traditionnelle chinoise et les propriétés 

pharmacologiques de certaines espèces ont été démontrées par des études scientifiques. Les 

rhizomes de ces espèces sont prescrits comme médicaments gastriques ou diurétiques 

(Bohlmann et al.,1981). 
 

L’espèce Atractylodes macrocephala est utilisée pour le traitement des maladies du cœur, la 

rate, les poumons et l’estomac (Su et al.,1987).
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Les plantes appartenant au genre Carlina sont reconnues pour leurs effets diurétique et 

diaphorétique. Elles sont utilisées pour traiter les troubles de reins, l'inflammation de peau, et 

les perturbations gastro-intestinales ; à titre d’exemples : 

Les racines de Carlina acanthifolia All. sont utilisées, en médecine traditionnelle italienne, 

comme diurétique et cholagogue. Des études ont montré que les racines de cette plante 

participent à la promotion de la transpiration et la sécrétion, par contre en Bulgarie elles ont des 

propriétés anti-inflammatoires et diurétiques (Ðordevic et al.,2007 ; Leporatti et al., 2003).
 

La décoction de Carlina utzka Hacq. Et Carlina acaulis L. var. sylvestris est un remède pour la 

mauvaise haleine (Leporatti et al.,1990). 
 

Carlina canariensis Pit. est utilisée comme laxatif et Carlina salicifolia (L. fil.) Cav. Est 

employée comme fourrage pour bétail (Bohlmann, et al.,1990).
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I. La phytothérapie  

La phytothérapie (En grec, Phyton = végétal et Therapein = soigner) est l’art de soigner par les 

plantes. La phytothérapie permet à la fois de traiter le terrain du malade et les symptômes de sa 

maladie. Le malade est pris en charge dans sa globalité afin de comprendre l’origine de ses 

symptômes et d’en prévenir leur apparition. Seules les plantes médicinales ont un intérêt en 

phytothérapie. Les parties les plus concentrées en principes actifs seront choisies donc il peut 

s’agir de la plante entière, des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries, de 

l’écorce, des racines, des fruits ou des fleurs, utilisées fraîches ou sèches. 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 : On ne 

traitera pas un jeune enfant avec une teinture mère à degré alcoolique élevé (Yves 

Vanopdenbosch, 2013).  

I.2.Histoire et popularité des phytothérapies   

La phytothérapie existe depuis la préhistoire. Les hommes de Neandertal étaient inhumés avec 

des plantes dont on sait maintenant qu’elles ont des propriétés médicinales. Les premiers 

peuples ont probablement découvert ces propriétés de façon empirique au cours des siècles et, 

à chaque génération, ils ont ainsi accumulé des connaissances sur les plantes médicinales. Ces 

connaissances continuent de s’accroître aujourd’hui dans les régions du monde où les cultures 

indigènes ont échappé à l’influence destructrice de la société moderne. Dans d’autres pays, 

l’information sur les plantes a été mise par écrit et organisée sous forme de longs textes appelés 

pharmacopées, qui expliquaient le mode de préparation de chaque plante et son emploi pour un 

traitement donné. Le choix des plantes et leur mode d’utilisation dépendaient de l’idée que la 

société concernée se faisait de la maladie. Par exemple, les peuples méditerranéens employaient 

l’ail pour éloigner les mauvais esprits qui, croyaient-ils, provoquaient la diarrhée, alors que les 

Chinois se servaient de l’ail pour guérir des maladies qui, selon eux, étaient dues à un 

dérangement de la rate et des reins. À notre époque, les plantes médicinales suscitent un certain 

intérêt pour plusieurs raisons, notamment parce que nous croyons, comme nos ancêtres, qu’elles 

peuvent nous permettre de nous maintenir en meilleure santé (Farnsworth et al., 1985). 
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I.3. Utilisation des plantes en médecine traditionnelle   

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni à la pharmacie des médicaments très 

efficaces. Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de l'ethnopharmacologie, 

nous montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle et qui ont été testées sont 

souvent d'une part, des plantes efficaces dans les modèles pharmacologiques et d'autre part 

seraient quasiment dépourvues de toxicité (GuribFakim., 2006). L’ethnobotanique et 

l’ethnopharmacologie mettent en relation les savoirs ancestraux des médecins traditionnels et 

les connaissances scientifiques actuelles. Ce sont avant tout des domaines de recherche 

interdisciplinaire à l'interface des sciences de l'Homme, comme l'ethnologie, l'histoire, la 

linguistique, et des sciences de la nature, comme la botanique, la pharmacologie, la 

pharmacognosie, la médecine.  

I.4. Préparations et formes galéniques en phytothérapie  

1. Préparations aqueuses    

Les tisanes (infusions et les décoctions) 

• L’infusion est destinée pour les parties les plus fragiles de la plante : les pétales, les feuilles 

très fines. Elle consiste à verser de l’eau chaude ou bouillante sur les plantes sèches. Le temps 

d’infusion est variable selon les plantes (de quelques minutes à 1 heure).   

• La décoction convient aux parties ligneuses de la plante comme les tiges, les racines, l’écorce. 

Il s’agit de plonger les parties de plante sèche à froid dans de l’eau et de porter le tout à ébullition 

pendant 10 minutes à 1h en fonction des plantes.   

• La macération s’opère à froid plutôt pour des plantes à gommes et à mucilages. Laisser 

tremper les plantes sèches ou fraîches dans eau. Le temps de macération peut aller jusqu'à 3 

semaines. Grâce à ces techniques, les principes actifs hydrosolubles sont extraits. Une filtration 

sera nécessaire avant la consommation.  

2. Préparations alcooliques    

• Préparations liquides à partir de plantes fraîches : Les suspensions intégrales de plantes 

fraîches (SIPF) : les plantes fraîches sont nettoyées et broyées à froid puis mises en suspension 

dans l’alcool. Le totum c’est-à-dire l’ensemble des molécules actives de la plante, est conservé.   

• Teintures, alcoolatures et teintures mères : La teinture officinale est une macération à froid de 
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plantes sèches dans de l’alcool suivie d’une filtration. L’alcoolature et la teinture mère sont des 

macérations alcooliques de plantes fraîches.   

 • Extraits fluides : Epuisement (extraction d’une grande partie des principes actifs) de la drogue 

végétale réduite en poudre par lixiviation soit le passage successif de l’alcool dans la poudre.   

• Macérâts glycérinés = Gemmothérapie : Cette technique de préparation est une macération 

des tissus végétaux embryonnaires frais comme les bourgeons, les jeunes pousses ou radicelles 

dans un mélange de glycérine et d’alcool. Le mélange est ensuite filtré et dilué au 1/10° dans 

un mélange eau alcool-glycérine qui sert à la fois de véhicule d’extraction et de conservateur. 

La gemmothérapie est une niche de la phytothérapie tout comme l’aromathérapie : on ne peut 

en aucun cas extrapoler les propriétés médicinales de l’organe adulte à celles des tissus 

embryonnaires. Ces derniers sont riches en hormones comme les gibbérellines (facteurs de 

croissance) ou les auxines (facteur de croissance des racines) ce qui n’est pas le cas des organes 

adultes.  

3. Préparations glycérinées   

 Les extraits fluides de plantes fraîches standardisés (EPS) :  

 La plante fraîche est cryobroyée puis les principes actifs hydrosolubles isolés par extraction 

successives dans le mélange alcool – eau de degré croisant. L’alcool est évaporé sous vide puis 

le résidu sec est mis en suspension dans le glycérol.   

4. Autres formes galéniques   

• Les extraits secs pulvérulents : Leur préparation se fait en trois phases : La première est 

l’extraction des principes actifs par macération ou lixiviation dans l’eau ou l’alcool. Ensuite la 

filtration et la concentration et enfin l’élimination du solvant par séchage 

. • La poudre de plante : Obtenue par simple broyage de la plante sèche, elle conserve le totum 

de la plante. Des gélules peuvent être fabriquées avec cette poudre.    

• Les topiques : D’autres formes galéniques existent comme les suppositoires, les ovules 

gynécologiques, les crèmes, les pommades, les emplâtres et les onguents.   

Il est important de donner la forme galénique adaptée à l’effet recherché.  

Il faut savoir si le principe actif est hydrophile ou alcoolo-soluble pour privilégier la tisane ou 

la teinture mère par exemple. La concentration des principes actifs est différente selon les 
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formes galéniques. Certaines formes seront donc plus faciles d’utilisation que d’autres en 

fonction de la dose de traitement nécessaire. 

II. Présentations des composés phénoliques, des triterpenoides et des Saponosides 

II.1. Généralités  

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant 

une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composés phénoliques naturels varie 

depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus 

hautement polymérisées (tanins condensés. Cependant, ils ont tous la même origine, la voie de 

phénylpropanoïde précédée par la voie de shikimate (Urquiaga et al.,2000).  

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son 

environnement en jouant soit le rôle de signaux de reconnaissance entre les plantes 

(allélopathie), soit lui permettant de résister aux diverses agressions vis-à-vis des organismes 

pathogènes. Ils participent de manière très efficace à la tolérance des végétaux à des stress 

variés. Ces composés jouent donc un rôle essentiel dans l'équilibre et l’adaptation de la plante 

au sein de son milieu naturel (Macheix et al.,2005).  

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que l'on trouve 

chez les plantes médicinales. Chez l'homme, ces molécules traces jouent un rôle important en 

agissant directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et légumes et sur la santé des 

consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre l'apparition de certains cancers...) 

(Macheix et al.,2005).   

Parmi les nombreux composés phénoliques que sont les flavonoïdes, acide benzoïques, acides 

hydroxycinnamiques, coumarines, stilbènes, subérines et les lignanes, nous nous intéresserons 

aux flavonoïdes. D’une part parce qu’ils sont plus représentés dans notre étude et d’autre part 

parce qu’ils présentent quelque fois des activités biologiques importantes. 

II.2. Les flavonoïdes   

II.2.1. Définition  

La notion « flavonoïde » provenant du latin "flavus", signifiant "jaune" est attribué aux 

composés possédant un squelette à 15 atomes de carbones, qui à son niveau le plus simple, 

consiste en deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont à trois carbones 
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(structure en C6-C3-C6). Le pont C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour 

former le cycle C (Figure 02).  

 

Figure 02 : Structure de base des flavonoïdes. 

Les flavonoïdes désignent une très large gamme de composés naturels appartenant à la famille des 

polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. 

 

II.2.2. Classification et caractéristiques des flavonoïdes  

 

Les diverses classes de flavonoïdes diffèrent en fonction de la cyclisation, du degré 

d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une classe 

se distinguent par les substitutions des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de 

flavonoïdes, existent : les flavones, flavanols, flavanones, dihydroflavonols, flavan-3-ols, 

flavane-3,4-diols, chalcones, aurones, anthocyanes et isoflavones (Bruneton, J.,1999 

Harborne 1980.1988) (Figure 03). 
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Figure 03 : différentes classes de flavonoïdes. 
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Plus de 80 sucres différents ont été trouvés liés aux flavonoïdes des plantes. Parmi eux, le D-

glucose est de loin le monosaccharide le plus courant, d’autres hexoses, le D-galactose et le D-

mannose, ainsi que des pentoses, le D-xylose, le L-arabinose et le D-apiose sont fréquents avec 

le L-rhamnose (seul désoxyhexose) et des acides uroniques (le plus souvent l’acide D-

glucuronique). On trouve également des disaccharides (une quarantaine dont les plus courants 

: le rutinose et le néohespéridose), des trisaccharides (environ 30 espèces) et quelques rares 

tétrasaccharides. Les sucres peuvent à leur tour être substitués par des groupements acyles tels  

Que le malonate ou l’acétate (Ramiarantsoa et al.,2009).  

II.2.3. Propriétés biologiques des flavonoïdes  

     1.Propriétés anti-radicalaires  

Les flavonoïdes sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux flavoxyles 

moins réactifs, cette capacité peut être expliquée par leur propriété de donation d'un atome 

d'hydrogène à partir de leur groupement hydroxyle (Figure 04). Cette réaction de piégeage 

donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO•). Ce dernier va subir un 

changement de structure par résonance ; redistribution des électrons impaires sur le noyau 

aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport aux R•. En outre les 

radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés non réactifs. 

 

Figure 04 : Piégeage des espèces réactives dérivées de l’oxygène (R•) par les flavonoïdes et 

formation d'une structure stable (Tiqwari et al.,2001). 
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La propriété anti-radicalaire des flavonoïdes est étroitement liée à leur structure, en particulier 

au phénomène de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux aromatiques, cette 

activité nécessite :  

- la structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3',4' dihydroxystructure), cette structure 

est importante pour l'activité anti-radicalaire des flavonoïdes possédant un hétérocycle saturé ;  

- la double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la 

délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité anti-radicalaire ;  

- les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Amić et al.,2003).  

A titre d'exemple (Figure 05) ; la quercétine et la myricétine répondent à tous ces critères 

nécessaires pour avoir une activité antiradicalaire efficace et importante (Middleton et 

al.,2000). 

 

Figure 05 : Critères structuraux essentiels pour une bonne activité antiradicalaire des 

flavonoïdes (Amić et al.,2003).  

2. Propriétés chélatrices des ions métalliques  

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus biochimiques et 

physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action n'est pas 

bien contrôlé ces mêmes ions peuvent être à l'origine d'une peroxydation lipidique, un stress 

oxydatif, ou une blessure des tissus, à titre d'exemple Cu2+ est un stimulateur de la 

peroxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL=low-density lipoprotein) (Tiqwari et 

al.,2001).  

Grâce à leur structure chimique spécifique, les flavonoïdes peuvent facilement chélater les ions 

métalliques en créant des composés complexes inactifs (Malešev et al.,2007). La chélation des 

ions métalliques nécessite trois sites principaux (Figure 06) :  
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- site situé entre le groupe 3'-OH et le groupe 4'-OH du cycle B ;  

- site situé entre le groupe 3-OH et 4-C=O de l’hétérocycle C ;  

- site situé entre le groupe 5-OH du cycle A et le groupe 4-C=O de l’hétérocycle C. 

 

Figure 06 : Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques  

(Tiqwari et al.,2001). 

3.Propriétés antibactériennes  

Les polyphénols notamment les flavonoïdes et les tannins sont reconnus pour leur toxicité vis-

à-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut être lié à l'inhibition des enzymes 

(les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhésines 

microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan et al.,1999). 

Une étude de Suksamrarn et al (2004) a montré que la flavanone 5,7-dihdroxy-

4’méthoxyflavanone présente une activité antimycobactérienne contre les Mycobacterium 

tuberculosis avec une valeur de CMI de 175 µM, tandis que la 4’-hydroxy-

5,6,7triméthoxyflavanone, l’acacetine et luteoline ont une activité faible avec les valeurs de 

CMI respectives de 606, 704 et 69 µM. 

4.Propriétés Anticancéreuses  

Des études montrent que certains flavonoïdes particulièrement ; lutéoline, quercétine, 

kaempférol, apigénine, taxifoline inhibent d'une façon marquée la lipogenèse des cellules 

cancéreuses. D’autres flavonoïdes sont plutôt capables d'induire l'apoptose. En effet certains 

flavanols (épigallocatéchine-3-gallate) présentent des effets cytotoxiques sur les cellules 

cancéreuses de prostate. Ces effets sont corrélés avec leur capacité à inhiber les enzymes clés 

lipogéniques i.e. FAS (Fatty Acid Synthase) (Suksamrarn et al.,2004).  
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L'activité anticancéreuse des flavonoïdes est aussi assurée par l'intervention de plusieurs 

mécanismes : piégeage des radicaux libres, inhibition du métabolisme d'acide arachidonique, 

formation d'un complexe inactif avec le carcinogène (Hertog et al.,1996), prévention de 

l'activation des métabolites carcinogènes, inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses, 

arrêt du cycle cellulaire.  

5.Propriétés Anti-inflammatoires  

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoïdes possèdent des propriétés 

antiinflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du système 

immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent être responsables des 

inflammations. Ils peuvent aussi moduler l'adhésion des monocytes durant l'inflammation 

athérosclérosique en inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires (González-Gallego 

et al.,2007) et certains sont capables d'inhiber l'histamine (Kim et al.,2004).  

Les flavones et les flavanols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol, 

myrecétine ont une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase) (Tapas et al.,2008).  

6.Propriétés antivirales  

L'activité antivirale des flavonoïdes contre HIV peut être liée directement à leurs effets sur les 

enzymes responsables de sa réplication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1 integrase) 

(Bylka et al.,2004). Quercétine, apigénine, catéchine et hesperédine sont, parmi les 

flavonoïdes, caractérisés par leurs propriétés antivirales contre onze types de virus. Les 

flavonoïdes aglycones pourvus d’un groupement hydroxyle libre en C3 ont montré une bonne 

activité antivirale, les flavanes sont généralement plus efficaces que les flavones et les 

flavanones contre HIV-1 et HIV-2 (Tapas et al.,2008).  

7.Propriétés Antiallergiques  

Ces effets antiallergiques sont attribués à l'influence des flavonoïdes sur la production de 

l’histamine. En effet, les flavonoïdes inhibent les enzymes, telles que l'AMP cyclique 

phosphodiesterase et ATPase Ca2+ dépendante, responsables de la libération de l'histamine à 

partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, l'ATPase Ca2+ dépendante dégrade l'ATP 

produisant ainsi de l'énergie afin de faciliter l'absorption du calcium par les membranes 

cellulaires, ce qui favorise la libération de l'histamine stockée dans les vésicules. En inactivant 

cette enzyme, la quercétine montre un potentiel d'action supérieur à celui du cromoglycate de 
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sodium utilisé comme médicament pour empêcher la libération de l'histamine et d'autres 

substances endogènes qui causent l’asthme (Marfak et al.,2003). 

Oestrogénique (isoflavones), anti-hépatotoxique, antispasmodique, antidiarrhéique sont aussi 

connus pour leur action sur le tractus gastro-intestinal en tant qu’agents antiulcéreux (Eyog et 

al 1999). 

III. Présentation des saponosides  

III.1. Généralités sur les saponosides  

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, fréquemment rencontrés chez  

Les végétaux supérieurs en particulier chez les Dicotylédones (racines, fruits, écorces, tiges,  

feuilles ou graines), mais sont synthétisés également par certains animaux marins tels que les  

Concombres de mer ou les étoiles de mer. Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui 

veut dire savon, qui évoque le caractère moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-

actif est dû au caractère amphiphile des molécules, à la fois lipophile (la partie aglycone ou 

génine) et hydrophile (la partie osidique). Les saponosides sont des composés, pour la plupart, 

très polaires et sont souvent retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils 

possèdent en outre un large spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques notamment 

des propriétés immunomodulatrice, immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et 

hypocholestérolémiante (Lacaille-Dubois et al.,2000). Les chaînes oligosaccharidiques 

greffées sur l’aglycone sont soit linéaires, soit branchées et peuvent renfermer jusqu’à 11 

monosaccharides. La partie osidique est le plus souvent inactive, tout en exerçant un effet 

favorable sur la solubilité du glucoside et son absorption, voire son transport vers tel ou tel 

organe. L'effet thérapeutique est déterminé par la seconde partie. La partie sucre et l'aglycone 

sont normalement liées par une fonction éther ou ester.  

III.1.2. Classification des saponosides  

 Les saponosides sont classés en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut être soit  

triterpéniques, soit stéroïdiques. Lorsque la génine est substituée par une seule chaîne osidique, 

les saponosides sont dits monodesmosidiques (liaison des sucres en C-3 ou en C-28 de 

l’aglycone) et lorsque la génine est substituée par deux chaînes osidiques, on parle de 

saponosides bidesmosidiques (liaison des sucres en C-3 et en C-28. Grâce à la performance des 

techniques chromatographiques et des techniques d’analyse, il a été mis en évidence durant ces 

dix dernières années des saponosides tridesmosidiques (trois chaînes) ou tétradesmosidiques 
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(quatre chaînes) (Kaipnazarov et al.,2004). La partie osidique de certains saponosides ainsi 

que les fonctions hydroxyles libres des géniens peuvent être substituées par des acides 

aromatiques ou aliphatiques. 

III.1.3. Propriétés biologiques des saponosides  

 Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ont été intensivement 

étudiées au cours des dernières années. La communauté scientifique a démontré un intérêt 

marqué envers cette classe de métabolites secondaires afin d'accélérer le processus lié à leur 

développement biopharmaceutique (Carée, P.,1953). En effet, les saponines à génines 

stéroïdiques et triterpéniques exercent des activités biologiques très variées telles que : activités 

expectorante, anti-inflammatoire, anti-tumorale, chimiopréventive, antidiabétique, analgésique 

ainsi que des effets hépatoprotecteurs, neuroprotecteurs, antituberculeux (Svoboda and 

Hampson.,1999) ou encore inhibiteurs de l’aggrégation plaquétaire (Bedi et al.,2003). 

IV. Les terpénoïdes  

Les terpénoïdes constituent une vaste famille de substances naturelles. Leur squelette carboné 

résulte de la condensation d’unités à 5 atomes de carbone l’isoprène (1-méthyl-buta-1,3diène) 

(Bruneton, J.,1999 ; Dey and Harborne.,1991 ; Manitto and Sammes.,1981). La 

dénomination des différentes classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs 

isoprènes constituant leur squelette. Ainsi on rencontre : les hémiterpènes (C5), monoterpènes 

(C10), sesquiterpènes (C15), diterpènes (C20), sesterpènes (C25), triterpènes (C30), 

tetraterpènes (C40), et les polyterpènes. Certains groupes de molécules n’obéissent pas à cette 

règle et, parmi ceux-ci, les stéroïdes qui ne comptent que 27 carbones.  

De nombreux isoprénoïdes comme le pinène, le thymol, le menthol ou le limonène sont des 

substances odoriférantes, souvent rencontrées dans les huiles essentielles. D’autres jouent un 

rôle physiologique important, comme les caroténoïdes, la vitamine E et le cholestérol.  

Le nombre de répétitions de ce motif isoprénique, mais aussi, les réactions de cyclisation, les 

réarrangements et les diverses oxydations et réductions que peuvent subir le squelette carboné 

sont à l’origine de la grande diversité structurale de ces molécules.  

 

 

 



 

26 
 

Chapitre 2 : Phytothérapie et métabolites secondaires 

IV.1. Classification des terpénoïdes  

1. Monoterpènes  

Les monoterpènes (Figure 07) sont les plus simples constituants des terpènes dont la majorité 

est rencontrée dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des monoterpènes) 

(Bakkali et al.,2007). Ils comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la 

condensation de deux unités isoprène, selon le mode de couplage « tète-queue » (De Padua et 

al.,1999).  

 

 

Figure 07. Exemples de quelques monoterpènes.  

 L’arrangement de leur squelette peut être : acyclique, mono, bi, et tricyclique (Bruneton, J., 

1993).  

Les iridoïdes et les pyréthrines forment deux classes de composés tout à fait particulières des 

monoterpènes. Les iridoïdes sont des monoterpènes caractérisés par un squelette « 

cyclopenta[c] pyrane » ou « iridane » (Figure 08).  

 

                                                    Figure 08. Squelette iridane.  
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Les monoterpènes sont largement distribués chez les végétaux de la famille Asteraceae 

(Bruneton, J.,1993). à laquelle appartient C. odorata.  

2.Sesquiterpènes  

Les sesquiterpènes (Figure 09) forment une série de composés qui renferment 15 atomes de 

carbones, ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés 

comme : les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature. On peut 

également rencontrer dans les plantes des sesquiterpènes lactones (Figure 09). Ces métabolites 

secondaires sont issus de l’oxydation d’un groupe méthyle du groupement isopropyle attaché 

au squelette de base sesquiterpénique (Herz et al.,1977) Les sesquiterpènes et les monoterpènes 

sont souvent en mélange dans les huiles essentielles des plantes, notamment chez les espèces 

des familles Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae et Rutaceae (Baranska et al.,1977). 

 

Figure 09. Exemples de quelques sesquiterpènes 

3.Diterpènes  

Les diterpènes constituent un grand groupe de composés en C-20 issus du métabolisme du 2E, 

6E, 10E-géranylgéranylpyrophosphate. Très répandus chez les végétaux supérieurs, ils sont 

aussi présents chez certains insectes et chez divers organismes marins (Bruneton, J.,1993). On 

peut les trouver encore dans les résines, les exsudats et les gommes naturelles. Il est rare de 

rencontrer les diterpènes comme constituants des huiles essentielles, à cause de leurs points 

d’ébullition élevés (Langenheim.,1990) Ils peuvent être acycliques ou cycliques. Deux alcools 

importants sont connus (Figure 10), le phytol, rencontré sous forme d’ester dans les végétaux 

à chlorophylle et la vitamine A essentielle à la croissance normale des mammifères et 

indispensable pour la reproduction et la vue (Mark and Ghyselinck.,2009). 
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Figure 10. Exemples de quelques diterpènes. 

4.Triterpènes et stéroïdes 

Ce sont des composés en C-30 issus de la cyclisation du 3S-2,3-époxysqualène, ou plus 

rarement du squalène lui-même (Bruneton, J.,1999 ; Dey and Harborne.,1991 ; Manitto and 

Sammes.,1981). Ils sont presque toujours hydroxylés en position C-3 du fait de l’ouverture de 

l’époxyde. Les triterpènes (Figure 11) présentent une très forte unité structurale, les différences 

majeures sont d’ordre stéréochimiques ayant trait à la conformation adoptée par 

l’époxysqualène avant la cyclisation initiale. Le cation formé lors de cette cyclisation peut 

ensuite subir une série de déplacements 1, 2 de protons et de méthyles conduisant aux différents 

squelettes tétra- et pentacycliques qui caractérisent ce groupe de substances naturelles 

(Bruneton, J.,1999 ; Dey and Harborne.,1991 ; Manitto and Sammes.,1981). 

 

Figure 11. Exemples de quelques triterpènes. 

La famille des triterpènes tétracycliques présente une importance particulière par son 

homogénéité et surtout par ses rapports étroits avec les stéroïdes (Ourisson and 

Grabbé.,1961). Leur structure de base commune est le noyau stérane (Figure 12). 
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Figure 12. Structure de noyau stérane  

Les stéroïdes (Figure 13) sont des composés qui contiennent le noyau 

perhydrocyclopenténophénanthrène. Ils comprennent une grande variété de composés naturels 

parmi lesquels se trouvent les stérols proprement dits, les acides biliaires, les hormones 

sexuelles, les hormones corticosurrénales, les glucosides cardiotoniques, les sapogénines et 

quelques alcaloïdes.  

Pratiquement, la position 3 est occupée par l’oxygène dans tous les stéroïdes naturels. Les 

stérols proprement dits n’ont aucun autre substituant oxygéné. Les substituants situés du même 

côté du squelette polycyclique que le groupe méthyle C-19 (en C-10) sont dits β, et les autres α 

(Ourisson and Grabbé., 1961). 

 

                                    Figure 13. Exemples de quelques stéroïdes  

IV.2. Propriétés biologiques des triterpènes   

 L’importance thérapeutique des triterpènes et stéroïdes représentent un enjeu capital dans le 

domaine de la recherche des substances naturelles. (Bruneton, J 1999 ; Dey and Harborne 

1991 ; Manitto and Sammes1981). Les diverses propriétés pharmacologiques attribuées à ces 

composés ont permis leur classement en tant qu’un groupe de métabolites secondaires de grande 

importance. Ces composés manifestent entre autres :  
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Chapitre 2 : Phytothérapie et métabolites secondaires 

❖ Des potentialités thérapeutiques dans différents domaines : cytostatiques, anti-

inflammatoires, analgésiques, insecticides, molluscicides, etc...  

❖ Un intérêt considérable dans le secteur de l’industrie pharmaceutique particulièrement 

la production de médicaments stéroïdiques ayant des propriétés : contraceptifs, 

anabolisants, anti-inflammatoire, etc.  

❖ Un intérêt thérapeutique concernant l’extraction des molécules bioactives, pour 

l’obtention des formes galéniques simples ou pour celle de préparation en 

phytothérapie.  

❖ Une importance économique du fait de leur utilisation dans les industries 

agroalimentaires. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matériel et méthodes  
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Chapitre 1 : Extraction et criblage phytochimique 

I. Matériel végétal  

 

La plante Atractylis flava Desf, a été collectée de la région de Biskra, au mois de Mai 2015. La 

plante a été séchée à l’ombre à température ambiante. Après son séchage, elle a été broyée et 

stockée dans des flacons opaques à l’abri de la lumière. 

L’identification du matériel a été réalisée par un botaniste Professeur. Bachir Oudjehih. (Institut 

d’agronomie, université de Batna 01), Atractylis flava Desf a été déposée dans l’herbier de 

l’institut d’agronomie, sous le spécimen suivant : (N° 660/LCCE)  

 

II. Criblage phytochimique  
 

Le criblage phytochimique est un ensemble des techniques de préparation et d'analyse des 

substances organiques naturelles de la plante. Le but final de l'étude des plantes médicinales est 

d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de l'activité particulière de la plante 

(Sofowora.,1982). 

Le criblage phytochimique a été réalisé selon les techniques analytiques qualitatives décrites 

dans la littérature (Dahou et al. 2003, Békro et al.,2007, Bruneton., 2009). Ces méthodes sont 

basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation en vue de mettre en évidence les 

grands groupes chimiques.   

 

II.1. Détection des polyphénols  

 

Les polyphénols sont caractérisés par la   réaction au chlorure ferrique (FeCl3). A 2ml d’infusé 

à 5 % de poudre végétale on ajoute 2 gouttes de solution alcoolique de FeCl3 à 2%. L’apparition 

d’une coloration bleue noirâtre ou verte plus ou moins foncée est le signe de la présence de 

polyphénols (Bruneton., 2009). 

 

II.2. Détection des flavonoïdes 

 

La réaction de détection des flavonoïdes consiste à traiter 5 ml de l’infusé à 5 % de poudre 

végétale avec 1ml d’HCl concentré et 0,5g de tournure de magnésium. La présence des 

flavonoïdes est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe après 3 minutes 

(Bruneton, 2009). 
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 II.3. Détection des alcaloïdes  

 

La caractérisation des alcaloïdes a été effectuée à partir des réactifs de Buchard (réactif iodo-

ioduré) et de Dragendorff (réactif de l'iodo-bismuthate de potassium). 0.1 ml de l’infusé à 5 % 

de poudre végétale d’extra est repris dans 6 ml d’éthanol à 60%, puis reparti dans 2 tubes à 

essai. Dans le premier tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactif de Dragendorff. L’apparition d’un 

précipité orangé indique un test positif. Dans le deuxième tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactif 

de Burchard. L’apparition d’un précipité de coloration brun – rougeâtre indique une réaction 

positive (Sofowora, 1982). 

 

II.4. Détection des terpènes  

 

Les stérols et les polyterpènes ont été mis en évidence par la réaction de Liebermann. 1 g de 

poudre est mis à macérer dans 20 ml d’éther diéthylique pendant 24 heures, le mélange est 

ensuite filtré et complété à 20 ml. 10 ml de filtrat est évaporé à, le résidu sec est dissous dans 

un mélange de 1 ml d’anhydride acétique et 1ml de chloroforme et ensuite partagé entre deux 

tubes. L’un servant de témoin et le second contenant préalablement 1 à 2 ml de H2SO4 

concentré. La formation d’un anneau rouge brunâtre à la zone de contact des deux liquides et 

d’une coloration violette à la couche surnageante révèlent la présence des stérols et des 

polyterpènes (Bruneton, 2009). 

 

 II.5. Détection des saponosides  

 

La présence des saponines a été mis en évidence par la mesure de la hauteur de mousse (Dahou 

et al., 2003). Dans un bécher, on ajoute 100 ml d’eau distillée à une quantité de 2 g de poudre 

végétal, puis la solution est portée à ébullition pendant 30 min. Après refroidissement, on filtre 

le mélange et on ajuste le filtrat à 100 ml avec l'eau distillée. Dans une série de dix tubes à essai, 

sont introduits successivement 1, 2,10 ml du décocté aqueux à 2% puis le volume est ajusté 

dans tous les tubes à 10 ml avec l’eau distillée. Chaque tube est agité pendant 15 secondes dans 

le sens de la longueur. Après un repos de 15 min, la hauteur de la mousse est mesurée, si cette 

dernière est égale à 1 cm, la dilution de la substance dans ce tube correspond à l’indice de 

mousse recherché, il est égal à 1000/ n° tube.  Un indice supérieur à 100 est considéré comme 

une réaction positive témoignant d’une richesse de la plante en saponosides. 
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II.6. Composés réducteurs  

On ajoute 1 ml de l’extrait à 2 ml de solution Fehling, puis les tubes sont incubés au bain marie 

pendant 20 minutes. Un test positif est indiqué par l’apparition d’une couleur rouge brique. 

 

III. Macération et extraction 

 

III. Préparation de l’extrait brut  

 

Dans cette partie, nous avons tenté d’extraire le maximum de composés à partir de la plante 

entière Atractylis flava Desf. 1000 g de la poudre de la plante est macéré dans un mélange 

hydroalcoolique (MeOH–H2O : 80 :20). 

La macération est effectuée 2 fois avec renouvellement de solvants toutes les 24h. La filtration 

et l’évaporation du solvant ont permis d’obtenir 500 ml d’extrait aqueux. Le volume de solvant 

doit être suffisant pour que la matrice reste immergée pendant la totalité de l’extraction. Les 

ratios optimums solide : liquide, les plus souvent trouvés dans la littérature, sont généralement 

situés entre 1/10 et 1/50 (mg/ml) (Michel, 2011). On a choisi le ratio 1/10 (mg/ml) dans la 

présente étude. 

 

III. Fractionnement de l’extrait hydrométhanolique par Extraction Liquide – Liquide 

 

Pour séparer l’extrait brut méthanolique en fractions de polarités différentes, nous avons opté 

pour une extraction liquide-liquide qui permette de partager les molécules selon leurs propriétés 

physico-chimiques entre deux phases liquides non miscibles. Cette méthode, résumée dans la 

(figure 14), comprend deux grandes étapes : la première étape d’extraction se fait avec un 

mélange hydroalcoolique (MeOH–H2O : 80 :20) pour solubiliser les composés phénoliques et 

la deuxième étape consiste en un fractionnement liquide-liquide avec des solvants de polarité 

croissante, à savoir : l’éther de pétrole, le dichlorométhane, l’acétate d’éthyle et le n- butanol.  

Le rendement d’extraction (Rdt) a été calculé par rapport au poids de matière végétale sèche 

selon la formule : 

 

 

𝑟𝑑𝑡 =
Masse de l’extrait obtenue 

Masse de poudre initiale
X 100 
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Figure 14. Schéma d’extraction de la plante Atractylis flava Desf. 

 

 

 

 

 

Atractylis Flava Desf 

 1 kg 

-Extraction par l’éther de pétrole (3 x 500 ml) 

-Décantation   

Extrait aqueux 

500 ml 

 600 ml  

Phase aqueuse

e 

 

 600 ml  

 
Atractylis Flava Desf 

-Extraction par le Dichlorométhane (3 x 500 ml) 

-Décantation   

Marcs 

Phase organique  

 

 

Phase aqueuse 

 

   

Phase organique  

 

 

Extrait : 3g  

 

 

Extrait : 3,4g  

 

 

Phase aqueuse 

 

   

Phase organique  

 

 

Extrait : 18,5g  

Extrait : 5,2 g  

 

 

Phase organique  

 

 Phase aqueuse 

 

   

-Extraction par l’acétate d’éthyle (3 x 500 ml) 

-Décantation   

-Extraction par le n-butanol (3 x 500 ml) 

-Décantation   

-Macération dans (MetOH–H2O : 80 :20). 

-2 fois (2 x 10 L) 

-Filtration  

-Evaporation (T= 40 C0) 

 

 

 

-Séchage par Na2SO4 

-Filtration et évaporation    

-Séchage par Na2SO4 

-Filtration et évaporation    

-Séchage par Na2SO4 

-Filtration et évaporation    

-Séchage par Na2SO4 

-Filtration et évaporation    

Extrait : EDMAF 3,4 g 

 

Extrait : EAEAF 5,2 g 

 

Extrait : EBAF 18,5 g 

 

Atractylis flava Desf  

 1kg  

Extrait : EEPAF 3 g 
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IV. Dosage phytochimique des extraits  

 

IV.1. Dosages des polyphénols totaux  

 

La teneur phénolique total est déterminée par la méthode au réactif de Folin Ciocalteu (FCR) 

(Djeridane et al.,2006 ; Singleton et al., 1999). La courbe d’étalonnage est préparée en 

utilisant l’acide gallique comme standard. Les résultats sont exprimés en microgramme 

d’équivalents d’acide gallique par un milligramme d’extrait (µg AGE/mg). Ces tests ayant 

comme principe le phénomène d’oxydoréduction ne sont pas spécifiques à une classe de 

polyphénols et souffrent d’interférences avec les amino-acides de type tyrosine et d’autres 

composés non phénoliques tels que l’acide ascorbique (Dykes et Rooney., 2006). 

 

IV.1. Dosages des flavonoïdes totaux 

 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode colorimétrique de trichlorure 

d’aluminium (Türkoğlu et al. 2007). La teneur en flavonoïdes est exprimée en microgramme 

d'équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (µg EQ/mg d’extrait). 
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Chapitre 3 : Activités biologiques des extraits d’Atractylis flava Desf in vitro  
 

I. Evaluation de l’activité antioxydante 

 

L’intérêt porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés thérapeutiques, a 

augmenté considérablement ces dernières années. Des recherches scientifiques dans diverses 

spécialités ont été développées pour l’extraction, l’identification et la quantification de ces 

composés à partir de plusieurs substances naturelles à savoir, les plantes médicinales et les 

produits agroalimentaires. Les méthodes d’évaluations du potentiel antioxydant d’une 

substance sont fondées sur la détermination de produits résultant de l’oxydation ou, au 

contraire, mesurent l’efficacité d’une substance à piéger des radicaux, souvent en donnant une 

forme H•. 

La mise en évidence de l’activité antioxydante in vitro de nos extrais d’Atractylis flava Desf a 

été réalisée par sept méthodes à savoir : piégeage du radical libre DPPH, Piégeage de l’ABTS, 

méthode CUPRAC, Chélation des ions métalliques, DMSO, pouvoir réducteur, blanchissement 

du β-carotène. 

 

I.1. Activité antiradicalaire au DPPH 

 

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants à piéger le radical 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit à la forme d’hydrazine (non radical) 

en acceptant un atome d’hydrogène. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la 

procédure décrite par Blois et al (1958). 

▪ Mode opératoire  

 Le principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de 

couleur violette en 2,2diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune. Le DPPH absorbe à 517 

nm, mais lors de la réduction par un antioxydant, son absorption diminue. Brièvement, une 

solution de 0,4 mM de DPPH préparée dans le méthanol et 160 µl de cette solution ont été 

ajoutés à 40 µl d'échantillon dilué dans des solutions de méthanol à des concentrations 

différentes. Trente minutes plus tard, l’absorbance a été mesurée à 517 nm. Le BHT a été utilisé 

comme standard antioxydant, pour la comparaison de l'activité avec les extraits utilisés. La 

faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité de piégeage des 

radicaux libres supérieure. La capacité à piéger le radical DPPH a été calculée selon l'équation 

suivante :  

Inhibition (%) =
ABlanc −  AExtrait

ABlanc 
 x100 
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I.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) 

 

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivi de la 

diminution de l’absorbance accrue du complexe Néocuproïne (Nc), cuivre (Cu2+) [Nc2_ 

Cu2+]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre–néocuproïne est réduit 

et cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement à une longueur d’onde de 450 nm 

(Apak et al., 2004).  

 

▪ Mode opératoire  

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al (2004). 

Une solution est préparée avec le mélange des volumes de : 50 µl Cu (II) (10 mM), 50 µl 

neocuprine (7,5 mM), et 60 µl de solution tampon NH4Ac (1 M, pH = 7,0). Différentes 

concentrations d’extrait ont été ajoutées au mélange initial afin de rendre le volume final de 200 

µl. Les microplaques de 96 puits ont été mises à l’abri de la lumière, et après 1 h, l'absorbance 

est mesurée à 450 nm. La capacité de réduction des extraits a été comparée à celles de BHA et 

du BHT. Les résultats ont été calculés à titre de A0.5 (µg / ml) correspondant à la concentration 

indiquant 0,50 d’absorbance. 

 

I.3. Activité de blanchissement du β-carotène 

Le β -carotène est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité 

biologique. Dans l’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme un agent 

de coloration et sa décoloration indique la réduction de qualité de ces produits (Bougatef et al., 

2009). L'activité de blanchissement du β-carotène de nos extraits a été évaluée en utilisant le 

système de modèle de l'acide β-carotène-linoléique (Miller, 1971).  

▪ Mode opératoire  

Une masse de 0,5 mg de β-carotène dissoute dans 1 ml de chloroforme puis ajouté à un volume 

de 25µl d'acide linoléique et de 200 mg de Tween 40, en donnant un mélange émulsifiant. Après 

évaporation du chloroforme sous vide, 100 ml d'eau distillée saturée en oxygène, ont été ajoutés 

avec agitation vigoureuse. L’absorbance de la solution du β-carotène doit être comprise entre 

0.8 et 0.9 nm. Un volume de 160µl de cette solution préparée, a été ajouté à un volume de 40µl 

d’extrait pour les différentes concentrations. L’absorbance a été mesurée à 470 nm en utilisant 

un lecteur de microplaque. Le BHA A été utilisés comme standard. 
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I.4. Activité du piégeage de l’ABTS  

 

Cette méthode est basée sur la capacité des composés à piéger le radical-cationique ABTS●+, 

(sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline -6-sulfonique), qui présente 

un spectre d’absorption dans le visible avec trois maximas à 645, 734 et 815 nm (Belkheiri, 

2010). En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S2O8), l'ABTS forme le radical 

ABTS•+, de couleur bleue à verte. L'ajout d’un antioxydant va réduire ce radical et provoquer 

la décoloration du mélange. L’analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de 

l’ABTS•+ a été déterminée selon le procédé de (Re et al.,1999). 

 

▪ Mode opératoire  

Un stock d’une solution mère d’ABTS•+ stable est préparé en mélangeant 7 mM d’une solution 

aqueuse d’ABTS avec 2.45 mM d’une solution de persulfate de potassium. Le mélange est 

laissé à l’obscurité et à température ambiante pendant 12 h avant utilisation. L'oxydation de 

l'ABTS commence immédiatement mais l'absorption n’est pas maximale et se stabilise après 6 

heures de temps. Cette solution est par la suite diluée avec l’éthanol afin d’avoir une absorbance 

de 0.708 (± 0.025) à 734 nm. Ensuite, 160µl de la solution de L’ABTS•+ ont été ajoutés à 40µl 

de la solution d’extrait dissout dans l'éthanol à différentes concentrations. Après 10 min, 

l'absorbance a été mesurée à 734 nm en utilisant un lecteur de microplaques à 96 puits. 

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par rapport à une 

absorbance à blanc de l’éthanol. La capacité de piégeage dès L’ABTS•+ a été calculée en 

utilisant l'équation suivante : 

 

Inhibition (%) =
ABlanc −  AExtrait

ABlanc 
x100 

 

I.5.Chélation des ions ferreux 

 

La chélation des ions ferreux est déterminée suivant une méthode basée sur l’inhibition de la 

formation du complexe Fe2+-Ferrozine, chromophore de couleur violette intense ayant un 

maximum d’absorption à 562 nm (Zhao et al., 2006). En présence d'agents chélateurs, la 

formation de ce complexe est perturbée aboutissant à une diminution de l’intensité de couleur 

qui sera suivie spectrophotométriquement. Plus la coloration de la solution contenant l’extrait 

test é est claire, plus le pouvoir chélateur est important. 
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▪ Mode opératoire  

La chélation des ions ferreux est déterminée selon la méthode décrite par (Decker, et Welch, 

1990). Les extraits de différentes concentrations et de volume de 40 µl ont été ajoutés à une 

solution de 40µl FeCl2 (0.2 mM) et 40 µl d’éthanol. La réaction a été amorcée par l'addition de 

80 µl de ferène (0.5 mM). Le mélange a été agité vigoureusement et laissé au repos à une 

température ambiante pendant 10 min. Après que le mélange a atteint l'équilibre, l'absorbance 

a été déterminée à 562 nm, les résultats ont été donnés en pourcentage d'inhibition et l'activité 

a été calculée en utilisant l'équation suivante :  

 

Inhibition (%) =
ABlanc −  AExtrait

ABlanc 
x100 

 

I.6. Réduction de fer 

 

Cette méthode est basée sur l’aptitude des extraits à réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux 

(Fe2+). Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de l’activité donatrice d’électrons, 

caractéristique de l’action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al., 2001). 

▪ Mode opératoire  

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986). Les différentes 

concentrations des extraits (1 ml) sont mélangées avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate 

(0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] (1%). Les mélanges sont 

incubés à 50°C pendant 20 min. Après, 2.5 ml de l’acide trichloracétique (10%) est additionné. 

Le tout est centrifugé à 3000 tours pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque 

concentration est mélangé avec 2.5 ml de l’eau distillée et 0.5 ml de FeCl3, 6 H20 (0.1%). 

L’absorbance est mesurée à 700 nm.  L’augmentation de l’absorbance dans le milieu réactionnel 

indique l’augmentation de la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contrôle 

positif. La concentration IC50 qui est définie comme la concentration des antioxydants 

nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice 

utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances 

bioactive. 

II. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro 

 

L’activité Anti-inflammatoire des extraits d’Atractylis flava Desf in-vitro a été déterminée par 

la méthode de (sangita et priyanka., 2012). Le principe consiste à l’inhibition de dénaturation 

du BSA provoquée par la chaleur (72°C) par les extraits.  
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▪ Mode opératoire 

La solution d’essai (Ts) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine 

albumine (BSA) 5 % et 0,05 ml des extraits de la plante   avec les concentrations 125, 250,500 

et 1000μg/ml. La solution contrôle test (Tc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse 

de BSA 5 % et 0,05 ml d’eau distillée.  La solution contrôle produit (pc) (0,5 ml) composé de 

0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml des extraits de la plante   avec les concentrations 125, 250,500 

et 1000μg/ml. La solution standard test (ss) (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse 

de BSA 5 % et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec les concentrations 

125, 250,500 et 1000μg/ml. Toutes les solutions au-dessus ont été ajustée à pH 6,3 par une 

solution d’HCl (1N), les échantillons ont été incubées à 37 ° C pendant 20 min, ensuit la 

température était augmenté pour garder l’échantillons à 57°c pendant 3 min, après 

refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution  phosphate buffer saline «  tampon » (pH 6,3) a 

été ajouté aux solutions ci-dessus, l’absorbance a été lue par le spectrophotomètre UV –visible 

à 416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculée comme 

suit:  

 

% d’inhibition = 100 −
 ATS − Apc 

   ATc 
× 100 

 

 
Le contrôle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparé avec le 

diclofénac sodium. 

ATS : absorbance de la solution d’essai, Apc : absorbance La solution contrôle produit, ATC 

: absorbance de La solution control test. 

 

III. Evaluation de l’activité antidiabetique in vitro 

 

III. Effet d’EBAF sur l’inhibition de Alpha-amylase 

 

L'α-amylase est responsable de la dégradation des hydrates de carbone au niveau de l'intestin 

grêle. Cette dégradation permet l'absorption du glucose et fait augmenter la glycémie. De ce 

fait, l'inhibition de cette enzyme permette une limitation de l'augmentation de la glycémie 

postprandiale. (Goetz. P, 2007). L’inhibition de Alpha-amylase des extraits de la plante 

atractylis flava Desf est réalisée par la méthode décrite par (Kunyanaga Mccue et 

Shetty.,2002).  

▪ Mode opératoire 

Un volume de 100 µl de solution tampon du phosphate de sodium à une concentration de 0.02 

mol / l (pH = 6.9) et mélangé avec 100 µl d’extraits n-butanol de la plante (différentes 
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concentrations). Puis ajouté à 100 µl d'enzyme α-amylase (1 ml libère 1.9 µg de maltose). Le 

mélange résultant est ajouté à 100 µl de l’amidon (1 g/100 ml d’eau distillée) avant d'incubé à 

25 °C pendant 30 min. la réaction précédente est arrêtée par 1 ml de l'acide dinitrosalicylique. 

Le mélange est incubé dans un bain marie d'eau pendant 5 min et on laisse reposer et refroidir 

à température ambiante avant l'addition de 5.4 ml d’eau. L'absorbance est mesurée à 540 nm et 

comparée avec le témoin (solution tampon sans extrait). Le pourcentage d'inhibition de l'α-

amylase par l'extrait est calculée en utilisant l'équation suivante.  

 

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =
(Acontrol − Asample)

Acontrol
 X100 

 

 

 

III. Effet d’EBAF sur l’inhibition d’Alpha-glucosidase  

 

L'alpha-glucosidase agit sur le maltose et le maltotriose pour former un monosaccharide 

(glucose) qui pénètre dans les vaisseaux sanguins. Dans le cas des diabétiques de type 2, la 

digestion des glucides après les repas conduit à une condition appelée hyperglycémie 

postprandiale (PPHG) (Bhat et al., 2008 ; Sudha et al., 2010 ; Sudha et al., 2011). Donc, 

l'inhibition de cette enzyme peut retarder la digestion des oligosaccharides et des disaccharides, 

et retarder l'absorption du glucose ainsi que réduire les taux de glucose dans le plasma, 

aboutissant finalement à la suppression de l'hyperglycémie postprandiale (Lebovitz, 1997) 

▪ Mode opératoire 

L'inhibition α-glucosidase est effectuée selon la méthode de kim et al. En utilisant ρ-

nitrophényl-α-D-glocopyranoside (ρNPG) comme abstraite, qui est hydrolysé par α-

Glucosidase pour libérer ρ-nitrophényl (un agent coloré qui peut être surveillée à 405 nm). Un 

volume de 200 µl de l'extrait n-butanol est ajouté à 700 µl de solution de α-glucosidase (1 unité 

/ ml) préparée dans 0.1 mol /l de phosphate tampon (pH = 6.8). Le mélange résultant agité au 

vortex et incubé à 37 °C pendant 6 minutes, suivi par l'addition de 1 ml de ρNPG (4 mmol / l). 

L'absorbance est calculée à 405 nm en utilisant un spectrophotomètre UV-visible. Même 

mélange sans extrait des feuilles utilisé comme témoin. Le pourcentage de la capacité 

d'inhibition de α-glucosidase des extraits des est calculé à partir de l'équation suivante (Kim et 

al.,2012).  

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =
(Acontrol − Asample)

Acontrol
 X100 
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IV. Test de Cytotoxicité contre l'Artémia salina  

 

Un certain nombre d’études ont adopté l’utilisation du test de la cytotoxicité des extraits de 

plantes contre l’artémia comme un test de l’activité pesticide, anticancéreuse, larvicide, 

antiparasitaire et cytotoxique (Quignard et al., 2003). 

▪ Préparation des Artemia        

2 g des cystes de l’artémia a été déposé dans 500 ml de l’eau de mer, a PH 8,3 ajusté avec de 

l’NaOH. Le mélange est incubé sous lumière dans une étuve réfrigéré à 26°C durant 48h. Et 

afin d’assuré les besoins de l’artémia en oxygène une pompe est relié au récipient contenant les 

œufs.  

▪ Protocole   

Après l’éclosion des œufs, les larves sont mises en contact avec différentes concentrations des 

extraits (4 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml). 100 µl de chaque concentration préparée 

dans le DMSO est déposée dans un tube contenant 4,9 ml de l’eau de mer avec 10 larves de 

l’artémia. Les tubes sont par la suite incubés pendant 24 h à 26°C. Un tube control est préparé 

en remplaçant l’extrait par 100 µl du DMSO.  Les résultats sont obtenus par comptage des 

larves survivantes. Pour chaque concentration la dose létal 50 est calculée (dose nécessaire pour 

tuer 50% des larves). Les pourcentages de mortalité sont calculés selon l’équation donnée par 

Meyer et al 1982.  

% de mortalité = [(A-B) /B] * 100 

Où :  

A : nombre de larves mortes dans l’extrait.  

B : nombre de larves mortes dans le control.   

 

V. Evaluation de l’activité anticancereuse 

 

V.1. Culture cellulaire  

 

Les cellules THP-1 sont une lignée de monocytes humains, provenant de patients atteints de 

leucémie. Ces cellules tumorales se multipliant très rapidement, leur utilisation est très répandue 

lorsqu’il s’agit d’effectuer des tests cellulaires in vitro, nécessitant un modèle cellulaire humain. 

Elles expriment les antigènes HLA A2, A9, B5, DRw1 et DRw2, ainsi que le récepteur C3 du 

complément. Elles produisent également des lysozymes (Tsuchiya et al.,1980). 

Les cellules sont cultivées dans un milieu complet qui contient du 2-mercaptoethanol de 

concentration 0,05 mM, ainsi que 10% de SVF. Le renouvellement du milieu de culture est 

nécessaire au maintien en vie des lignées cellulaires, tous les 2 à 3 jours. Les conditions de 
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culture doivent respecter une atmosphère contenante 5% de CO2, le tout à une température de 

37,0 °C. La cryoconservation s’effectue en ajoutant 5% de DMSO. Dans le cadre de nos 

expériences, afin d’avoir N=4, nous utiliserons des cellules THP-1 issues de 4 réplicas 

différents. 

 

 

 

Figure 15. Cellule THP-1 au microscope à balayage (x 11 000) - 1B. Cellule THP-1 au 

microscope électronique a transmission (x 9 500) (Tsuchiya et al.,1982). 

 
 

V.2. Test de cytotoxicité au WST-1 
 
 

Le test WST-1 permet de mesurer l’activité mitochondriale des cellules. Le principe repose sur 

le clivage du sel de tétrazolium en formazan, via une enzyme qui est le succinate 

déshydrogénase. Cette enzyme joue un rôle dans la respiration mitochondriale ; elle n’est donc 

active que dans les cellules vivantes. Ainsi la présence de formazan, mesurée par une technique 

de fluorimétrie, est synonyme de viabilité cellulaire (Pujalté et al., 2011 ; L’Azou et al., 2008).  
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Le test consiste à mettre en contact le réactif WST-1 avec les puits contenant les cellules que 

l’on veut tester. Après avoir respecté un temps d’incubation de 2 heures, un lecteur de 

microplaques permet de mesurer l’absorbance des puits à 415 nm. 

 

Figure 16. Protocole schématisé du test WST-1. 

 

V.3. Test de cytotoxicité au Alamar bleu 

 

Alamar blue est un test de viabilité cellulaire très fréquemment utilisé par les industriels et les 

chercheurs afin d’apprécier l’activité mitochondriale de cellules humaines, animales, 

bactériennes, ou fongiques. Le principe de ce test colorimétrique repose sur la résazurine, qui 

est le substrat actif. Cette molécule est hydrosoluble, stable en milieu de culture, non toxique 

pour les cellules, et traverse aisément la membrane cellulaire. La résazurine est un indicateur 

de couleur bleue ; il s’agit de la forme oxydée de la molécule. Quant à la forme réduite, il s’agit 

de la résorufine qui est de couleur rose fluo. La conversion de la résazurine en résorufine est 

permise grâce à des enzymes produites par les cellules vivantes, notamment le NADPH, FADH, 

FMNH, NADH, mais également par des cytochromes. La coloration n’étant pas visible à l’œil 

nu, une technique de fluorimétrie est indispensable pour mesurer l’absorbance entre 540 et 630 

nm (Rampersad SN., 2012). Dans notre contexte, nous utilisons le test Alamar blue dans le 

but d’étudier la viabilité cellulaire, et pouvoir ainsi démontrer la cytotoxicité des échantillons 

que nous testons. 

 

V.4. Test de cytotoxicité au bleu trypan  

 

Le test au bleu trypan est un test d’exclusion, qui permet de déterminer le nombre de cellules 

vivantes dans une suspension cellulaire. Les cellules vivantes, de par leur intégrité 

membranaire, ne permettent pas la diffusion de colorants tel que le bleu trypan, le propidium, 

ou l’éosine. En revanche, les cellules mortes laissent aisément pénétrer ces colorants. Ainsi, le 

test consiste à mélanger la suspension cellulaire avec le bleu trypan, puis observer au 
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microscope les cellules : une cellule vivante présentera alors un cytoplasme transparent tandis 

qu’une cellule morte sera caractérisée par un cytoplasme bleu (Strober W et al.,2001). 

 

V.5. Exploration des gènes  

 

V.5.1. Extraction des ARN totaux 

 

Les acides nucléiques sont extraits à partir des culots cellulaires grâce au TRIzol (TRI Reagent). 

Le TRIzol est une solution monophasique de phénol et de guanidinium isothiocyanate qui 

permet de dénaturer les protéines après s’être solubilisé avec le matériel cellulaire. L’addition 

de chloroforme va mettre en évidence trois phases distinctes : une phase organique qui contient 

les phénols, une interphase qui contient les protéines, et une phase aqueuse qui contient l’ARN. 

(Rio DC et al.,2008). La phase aqueuse est celle qui nous intéresse ; il faut donc réussir à 

l’isoler sans la contaminer par les autres phases. Après ajout d’isopropanol et centrifugation, 

nous obtenons un culot d’ARN qu’il faut ensuite laver à l’éthanol 80%, les ARN totaux sont 

élués de la matrice avec de l’eau et dosés grâce à un spectrophotomètre (nanodrop) BioSpec-

nano® à 260 nm. 

 

Figure 17. Schéma simplifié de l'isolement de la phase aqueuse contenant l'ARN. 

 

Il existe deux ratios permettant de vérifier la qualité de l’ARN :   

▪ 260/280 : ce rapport doit être compris entre 1,8 et 2,2. S’il est inférieur, cela pourrait 

indiquer une contamination par des protéines. 

▪ 260/230 : ce rapport doit également être compris entre 1,8 et 2,2. Si la valeur obtenue 

est inférieure à ce ratio, cela traduit une contamination.  
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V.5.2. Analyse par PCR quantitative (qPCR)  

 

La qPCR est une technique utilisée pour détecter et quantifier un segment d’ADN, en 

permettant l’amplification d’une séquence spécifique de nucléotides, au milieu de l’immensité 

du génome. Une ADN polymérase thermostable permet cette amplification à un taux 

exponentiel ; il s’agit généralement de la Taq polymérase.  

Une réaction de qPCR nécessite d’utiliser l’échantillon d’ADNc à amplifier, des amorces (qui 

sont des oligonucléotides), la Taq polymérase et les 4 désoxyribonucléotides constituants de 

l’ADN à savoir l’adénine, la thymine, la cytosine et la guanine (A, T, C, G) (Poitras E et 

al.,2002).  

 

Le processus d’amplification est mesuré grâce à un fluorochrome qui, dans nos manipulations, 

est le SYBR Green, provenant du kit iQ™ SYBR Green Supermix (BioRad). Cet agent se fixe 

sur l’ADN double brin pour ensuite émettre une fluorescence lors des phases d’élongation. Le 

profil type d’un cycle de PCR se caractérise par une ligne de base, une phase exponentielle, 

puis un plateau final.   

Un cycle comporte 3 étapes : 

▪ La dénaturation à 95°C pendant 15 secondes : l’ADN initialement double brin est 

scindé en deux simples brins 

▪ L’hybridation des amorces sur l’ADN à 60°C pendant 40 secondes : les amorces 

s’apparient sur les bases complémentaires de l’ADN 

▪ L’élongation à 72°C pendant 40 secondes : la Taq polymérase permet de synthétiser 

l’ADN complémentaire de chaque brin, de l’extrémité 5’ vers 3’  

V.5.3. Analyse par PCR RT-PCR (reverse transcriptase)  

 

La RT-PCR nécessite d’avoir préalablement extrait l’ARN que l’on veut étudier afin d’en 

obtenir l’ADN complémentaire ou ADNc synthétisé par des transcriptases inverses (reverse 

transcriptase RT). Ces enzymes utilisent une amorce dont les extrémités sont 3’- OH, qui leur 

permet de débuter la synthèse du brin d’ADNc. Une réaction de qPCR permettra ensuite une 

amplification de cet ADNc (Figure 28).  
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Figure 18. Schéma simplifié du principe de l'obtention d'ADNc par RT-PCR et qPCR. 

▪ Gènes d’intérêts 

Nous décidons d’étudier 8 gènes qui vont nous permettre d’explorer la mort cellulaire ; OPA1, 

NCF1, PDCD4, TNF-α, CASP 3, CASP 8, SDHA, et BCL-2. (Tableau 01). 

Tableau 01. Les amorces utilisées pour l’expression génique.    

Classe 

fonctionnelle  

Gêne Séquence 

 ACTB (contrôle) F :5'-TTGGCAATGAGCGGTTCC-3' 

R :5'-GTACTTGCGCTCAGGAGGAG-3 

 

 

Apoptose   

 

PDCD4 F : 5'-'AGACCAAATGAAAAGAGGTTATGAG-3' 

R : 5'-GCCCCTTGAAGGACAAAGAT-3' 

BCL2 F : 5'-GAGGATTGTGGCCTTCTTTG-3' 

R : 5'-GCATCCCAGCCTCCGTTAT-3' 

CASP8 F : 5'-GAAAGGGTGGAGCGGATTAT-3'  

R : 5'-GCTTCCTTTGCGGAATGTAG-3' 

 

Stress oxydatif  

 

NCF1 F :5'AGAGTACCGCGACAGACATC-3' 

R : 5'-TAGTTGGGCTCAGGGTCTTC-3' 

OPA1 F : 5'-CTTCCATGAGGGTCCATTTG-3' 

R : 5'-CCGTTAGCCCTGAGACCATA-3' 

SDHA F : 5'-GCCAGGACCTAGAGTTTGTTC-3'  

R : 5'-GCCTTGACTGTTAATGAGAATGC-3' 

Inflammation TNFα F : 5'-TAGCCCATGTTGTAGCAAACC-3' 

R : 5'-GATGGCAGAGAGGAGGTTGA-3' 
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OPA1 : 

La protéine OPA1 a pour principal rôle de permettre la régulation de la morphologie des 

mitochondries en jouant en rôle déterminant dans le processus de fusion. En effet, les 

mitochondries subissent constamment des changements morphologiques par des processus de 

fissions et de fusions. Le gène OPA1 joue également un rôle dans le maintien de l’ADN 

mitochondrial, et dans les processus d’apoptose (Landes et al.,2010).  

 

NCF1 : 

Le gène NCF1 fournit les instructions nécessaires à la fabrication d’une protéine appelée le 

facteur cytosolique des neutrophiles 1 (en anglais, Neutrophil Cytosolic Factor 1), dont le rôle 

est de participer à la formation du complexe enzymatique NADPH oxydase. Présente dans les 

phagocytes, la NADPH oxydase joue un rôle essentiel dans le système immunitaire. En 

convertissant l’oxygène en superoxyde puis en d’autres EROs, l’enzyme participe à la 

destruction des corps étrangers (Babior et al.,2002). 

 

PDCD4 : 

PDCD4 est un gène suppresseur de tumeur dont l’acronyme signifie Programmed Cell Death 

4. Sa localisation est nucléaire et cytoplasmique. Il code pour une protéine se liant au facteur 

initiateur de la traduction (4A1) et bloque sa fonction, ce qui conduit à une inhibition de 

l’ARNm (Vikhreva et al.,2010). 

 

TNF-α :  

Le facteur de nécrose tumoral ou Tumor Necrosis Factor, est un gène qui code pour une 

cytokine pro-inflammatoire secrétée principalement par les macrophages. Cette cytokine est 

impliquée dans différents processus biologiques dont la prolifération cellulaire, l’apoptose, le 

métabolisme lipidique et la coagulation. Nous retrouvons également le TNF-α dans les maladies 

auto-immunes et le cancer (Idriss et al.,2000). 
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CASP 3 et CASP 8 : 

Les caspases sont une famille de protéase à cystéine (cysteine-dependent aspartate-directed 

proteases) dont le rôle est essentiel dans les processus d’apoptose. Le gène CASP 3 code pour 

la caspase 3, et le gène CASP 8 code pour la caspase 8.  

 

L’activation séquentielle des caspases joue un rôle central dans la phase d’exécution de 

l’apoptose cellulaire. Les caspases existent sous forme de proenzymes inactives, puis subissent 

un traitement protéolytique sur des résidus aspartiques pour former deux sous-unités qui se 

dimérisent afin de constituer l’enzyme active. Caspase 3 clive et active les caspases 6, 7 et 9, 

tandis qu’elle-même est activée par les caspases 8, 9 et 10. (Bhattacharyya et al.,2010). 

SDHA : 

Le gène SDHA code pour une des quatre sous-unités de l’enzyme nommée succinate 

déshydrogénase (SDH). Cette enzyme joue un rôle essentiel dans les mitochondries, où elle 

intervient dans le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydante. La protéine SDHA est 

responsable de la conversion du succinate en fumarate ; ce processus, en libérant des électrons 

va fournir de l’énergie pour produire de l’ATP (adénosine triphosphate), qui est la principale 

source d’énergie de la cellule (Santi et al.,2017). 

 

BCL-2 : 

BCL-2 ou B cell lymphoma 2 code pour une protéine membranaire mitochondriale qui inhibe 

la mort cellulaire. Cette protéine anti-apoptotique bloque la dimérisation d’autres protéines 

semblables (Bax et Bak) qui entraine normalement une perforation de la membrane 

mitochondriale externe et une perturbation de la chaine respiratoire (Westphal et al.,2011). 

 

V.6. Test d’apoptose caspase 3 

 

La caspase 3 est une protéase à cystéine dont l’expression joue un rôle dans les processus 

apoptotiques. Le kit EnzChek® Caspase-3 Assay permet d’apprécier les phénomènes 

apoptotiques en mesurant principalement l’activité de la protéine caspase 3. Le test utilise un 

substrat qui est un dérivé de la 7-amino-4-méthylcoumarine ; celui-ci donne une fluorescence 

bleu brillant lors du clivage protéolytique de l’enzyme, mesurée grâce à un fluorimètre. 

(Gevrenova et al.,2017). 
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I. Matériel animal  

L’étude in vivo a été réalisée sur des rats de l’espèce Wistar (mâles et femelles) obtenus de 

l’Institut Pasteur d’Alger, pesant entre 130 g et 210 g. Ces rats sont logés dans des cages en 

polypropylène à une température de 220C ± 30C. Ils ont libre accès à l’eau et à la nourriture. 

Après 7 jours d’adaptation les rats sont pesées, marquées et reparties en groupes.  

II. Etude toxicologique  

II. Toxicité aigüe de L’EBAF 

L’essai de toxicité a été mené suivant la méthode de « l’ajustement des doses » de la ligne 423 

de l’OCDE qui consiste à tester l’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf à la dose 2000 

mg/kg. L’essai a été réalisé sur 10 rats femelles. Après 24 h de jeûne, elles ont été réparties de 

la façon suivante : lot témoin constitué de 5 femelles recevant de l’eau physiologique (NaCl 

0.9%), à raison de 10 ml/kg ; lot expérimental constitué de 5 femelles recevant l’extrait, à 

raison de 2000 mg/kg. Une observation comportementale a été réalisée 3 h après administration 

des substances. Ensuite Leur comportement a été observé ainsi que le nombre de décès sur une 

période de 14 jours. 

II.1. Autopsie générale  

Tous les animaux d'essai ont été euthanasiés et soumis à une autopsie à l'échelle macroscopique 

et microscopique à la fin du traitement. L'attention était portée sur les reins et le foie. Ces 

derniers ont été rincés avec une solution salée à 0,9%, puis pesés. Le poids relatif de chaque 

organe a été calculé suivant la formule :  

 

𝑃𝑟 =
Po

Pa
 ×   100  

 

 

Pr : poids relatif de l’organe (g/100 g)  

Po : poids de l’organe (g)  

Pa : poids corporel du rat (g). 

 

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau de laboratoire d’anatomie-pathologique de 

C.H.U de Batna.  
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II.1. Hématologie et biochimie clinique 

Les animaux ont été mis à jeun durant la nuit qui a précédé la prise de sang. A la fin de la 

période d'essai, des échantillons de sang artérioveineux ont été prélevés au cours du sacrifice 

des animaux, une partie dans des tubes EDTA, et l'autre partie dans des tubes à héparine de 5 

ml. Le sang contenu dans ces derniers a été centrifugé pour obtenir le sérum. Avec le sang 

contenu dans les tubes EDTA, les examens hématologiques de Numération Formule Sanguine 

(NFS) ont été effectués par un analyseur (ADVIA® 2120i System). Le sérum obtenu a été utilisé 

pour des dosages biochimiques en utilisant un automate de biochimie (COBAS 

INTEGRA® 400 plus). 

 

III. Évaluation de l’activité diuertique  

Les diurétiques augmentent l'élimination urinaire d'électrolytes, notamment de sodium. Tous 

ont un effet antihypertenseur par diminution des résistances vasculaires périphériques attribuée 

à une déplétion sodée, consécutive à leur effet diurétique. Certains d'entre eux peuvent, en outre, 

réduire directement la concentration de sodium intracellulaire des muscles lisses vasculaires en 

modifiant les échanges ioniques au niveau des membranes plasmiques. La diminution du 

sodium intracellulaire tend à réduire la concentration de calcium intracellulaire car l'échangeur 

Na+/Ca2+ fait alors entrer du sodium dans la cellule, ce qui entraîne la sortie de calcium. La 

diminution de la pression artérielle n'est donc pas habituellement la conséquence d'une 

diminution de la masse sanguine circulante ou hypovolémie, secondaire à une diurèse aqueuse 

abondante (Dorosz, 2004). 

• Protocole opératoire 

30 rats mâles ont été divisés en cinq groupes de six rats dans chacun. Le groupe témoin négatif 

reçoit (l’eau physiologique (10 ml/Kg, p.o), le groupe II a reçu du furosémide (10 mg/Kg, p.o) 

dans le véhicule (Na Cl 0.9%) ; les autres groupes III, IV, V ont été traités avec les doses 

100,250,500 mg/kg de l’extrait n-butanolique immédiatement après le traitement, tous les rats 

ont été hydratés avec une solution saline (25 ml/kg) et placés dans des cages métaboliques 

(6/cage), spécialement conçues pour séparer l'urine et les fèces. Les urines collectées pendant 

5 heures ont été recueillies dans une éprouvette graduée et le volume a été noté, la composition 

électrolytique (Na+, K+ et Cl-) de l'urine collectée pour les différents groupes a été analysée 

par un analyseur (Medica EasyLyte® plus). Pendant cette période, aucune nourriture et eau n'ont 

été mises à la disposition des animaux.  
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L’excrétion urinaire volumétrique (EUV) est donnée par la formule suivante :              

EUV =
Volume excrété  

Volume administré
×   10 

Estimation de l’activité diurétique selon Kau et al 1994 :  

Valeur EUV < 80% ….................................................................Activité antidiurétique. 

Valeur EUV comprise entre 80- 110%........................................Pas d’activité diurétique.  

Valeur EUV comprise entre 110- 130%......................................Faible activité diurétique.  

Valeur EUV comprise entre 130- 150%......................................Modeste activité diurétique. 

Valeur EUV > 150%...................................................................Importante activité. 

 

IV. Évaluation de l’activité antipyrétique  

La fièvre est une réaction non-spécifique de défense de l’organisme développée en réponse à 

l’action de différents agents déclencheurs appelés des pyrogènes exogènes. Le rôle de la fièvre 

est celui de signal d’alarme (Axelrod et al., 2008). L’induction de la fièvre chez l’animal par 

injection de substances pyrogènes est le principe fondamental de l’évaluation préclinique de 

l’action antipyrétique des médicaments. L’injection de la levure de bière à 20% provoque une 

élévation de la température chez les rats (Srinivas et al.,2011). 

• Protocole opératoire 

Pour cette étude 25 rats males dont les Températures de base sont connues ont été sélectionnées. 

Les animaux ont été mis à jeun pendant 17 h. La fièvre a été provoquée par injection 

dorsolatérale d’une solution aqueuse de levure de bière à 20 % à la dose de 10 ml/Kg de poids 

corporel de l’animal. Après l’administration de la levure de bière, la température rectale de 

chaque animal a été prise avec un thermomètre. 

Tous les animaux qui ont présenté une température ≥ 38 C0 ont été sélectionnés et répartis-en 5 

lots de 5 rats. 

- Le lot I (témoin) : a reçu de l’eau distillée par voie orale à raison de 10 ml/Kg de poids 

corporel de l’animal.  

- Le lot II : a reçu le paracétamol de la dose de (150 mg/Kg). 

- Le lot III : a été traité par l’extrait n-butanolique (100 mg/Kg).  

- Le lot IV : a été traité par l’extrait n-butanolique (250 mg/Kg). 
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- Le lot V : a été traité par l’extrait n-butanolique (500 mg/Kg). 

La température rectale de chaque rat a été mesurée à 1h, 2h, 3h,4h,5h après le traitement.  

V. Évaluation de l’activité Anti-inflammatoire   

Pour évaluer l’effet anti-œdémateux de l’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf, l’œdème 

de la patte est induit par l’ovalbumine selon la méthode de (Anosike et al.,2012). Cinque lots 

de Cinque rats sont utilisés dans ce test. L’œdème est provoqué par injection de l’ovalbumine 

100 µl a 100 % au niveau de la voûte plantaire de la patte droite du rat. L’épaisseur de l’œdème 

et mesuré par un pied à coulisse digital ce qui permet de suivre l’évolution du processus 

inflammatoire. Ces rats ont été mises à jeun, 17 heures avant l’essai. 

- Lot témoin : Les rats de ce lot reçoivent la solution véhicule (eau physiologique) par 

voie orale, 30 minutes avant l’injection de l’ovalbumine dans la voûte plantaire de la 

patte droite.  

- Lot référence : Les rats de ce lot ont été traités par voie orale avec un antiinflammatoire 

de référence (diclofénac), 30 mn avant l’injection de l’ovalbumine. L’administration de 

l’anti-inflammatoire se fait à raison de 30mg/kg.  

- Lots essai : L’extrait à tester est administré aux rats par voie orale à raison de 

100,250,500/kg ; 30 mn avant l’injection de l’ovalbumine.  

Le suivi de l’évolution de l’œdème se fait par mesure de la patte et ceci à 1. 2, 3, 4, 5 h après 

injection de l’ovalbumine. L’activité anti-inflammatoire de l’extrait testé et son évolution a été 

estimée par la détermination des pourcentages moyens d’inhibition de l’œdème, calculés 

suivant la formule :  

% d′inhibition =
(tCn − tC0) ± (tTn − tT0)

(tCn − tC0)
 x 100 

• tC0 représente le volume de la patte à t=0 (avant injection de l’ovalbumine) pour le lot 

témoin.  

• tCn représente le volume de la patte à un temps t quelconque pour le lot témoin. 

• tT0 représente le volume de la patte à t=0 (avant injection de l’ovalbumine) pour le lot 

traité.  

• tTn représente le volume de la patte à un temps t quelconque pour le lot traité. 
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VI. Evaluation de l’activité antidiabétique 

VI.1. Test de tolérance au glucose  

10 rats normaux à jeun ont été répartis en trois groupes (n=5) pour l’évaluation de l’effet 

hypoglycémiant de l’extrait n-butanolique de la plante Atractylis flava Desf   selon le protocole 

suivant : les rats et ont été traités par voie orale par l'extrait n-butanolique à 250 et 500 mg/kg 

p.c., 60 min avant le gavage d'une solution de glucose (4g/kg p.c.). La glycémie a été mesurée 

à 0 min (avant le gavage de l'extrait aqueux), à 60 min ( le gavage du glucose), à 90,120 min. 5 

rats ont servi de témoins et ont été gavés par une solution de NaCl (0.9%,10 ml/kg p.c.). 

VI. 2.  Induction de diabète expérimental  

Des rats à jeun (16 heures) ont été traités par une dose intrapéritonéale unique d’alloxane à 

125mg/kg p.c., préparée juste avant l'injection dans une solution physiologique (Na Cl 0.9%) 

(Diatewa et al., 2004), Après une semaine de l'injection d’alloxane, les rats qui ont une 

glycémie supérieure ou égale à 2g /l, sont considérés comme diabétiques et sont utilisés dans 

les expériences.            

VI.3.  Effet aigüe de l’EBAF sur les rats diabétiques  

L’activité antidiabétique de l’extrait n-butanolique a été testée sur 5 groupes de 5 rats sont : le 

groupe 1, contrôle diabétique recevant 1 ml d’une solution physiologique (Na Cl 0.9%) par voie 

orale ; les groupes 2, 3 et 4 reçoivent respectivement l’extrait n-butanolique par voie orale en 

une seule dose de 100, 250 mg/kg et 500 mg/kg dans une solution physiologique ; le groupe 5, 

contrôle standard, reçoit la Glibenclamide à la dose de 2,5mg/kg, p.o. La glycémie des animaux 

est mesurée avant gavage et à 30, 60, 90 et 120 min après le traitement.    

V. Étude statistique  

L’étude statistique a été réalisée par les logiciels statistiques Graph Pad Prism 5. Les résultats 

sont analysés par le test Anova univarié suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons 

multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p≤0.05 sont considérées 

statistiquement significatives. 
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Chapitre 1 : Extraction et criblage phytochimique 

I. Criblage phytochimique 

Les tests de caractérisation effectués sur la poudre issue de la plante entière Atractylis flava 

Desf sont regroupés dans le tableau 02.  

Tableau 02. Résultats du criblage phytochimique réalisé sur Atractylis flava Desf. 

Tests Résultats 

Flavonoïdes  + 

Polyphénols  + 

Alcaloïdes  - 

Stéroïdes et Terpènes + 

Composés réducteurs + 

Saponosides + 

+ : présence, - : Absence  

L’étude du criblage phytochimique de la plante Atractylis flava Desf. Met en évidence la 

présence de plusieurs composés phytochimiques qui possèdent des activités biologiques très 

intéressantes. Il ressort des tests effectués la présence des polyphénols, des flavonoïdes, 

composés réducteurs, saponosides, Stéroïdes et Terpènes et l’absence des alcaloïdes.  

Tous les composés phytochimiques identifiés ont des propriétés pharmacologiques 

intéressantes et leur utilisation est précitées dans le traitement de plusieurs pathologies. En effet, 

l’action thérapeutique des plantes résulte de ces éléments phytochimiques ou métabolites 

secondaires (Lagnika et al., 2016).  

II. Rendement d’extraction 

Les rendements d’extraction ont été calculé par rapport au poids total de la poudre végétal 

utilisée. Les rendements sont regroupés dans le tableau 03 

Tableau 03. Rendement des extraits d’Atractylis flava Desf. 

 

 

Atractylis flava Desf 

Solvant Rendement (%) 

Ether de pétrole (EEPAF) 0,30% 

Dichlorométhane (EDMAF) 0,34% 

Acétate d’éthyle (EAEAF) 0,52% 

n-butanol (EBAF) 1,85% 
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Le calcul des rendements a montré que l’EBAF représente le rendement le plus élevé, suivi par 

l’EAEAF, l’EDMAF, en fin le rendement de l’EEPAF est le plus faible. Les rendements 

d’extraction observés dépendent du solvant d’extraction, le rendement obtenu avec le n-butanol 

est le plus élevé (1.85%) par rapport aux autres solvants. Cela peut s’expliquer par le simple 

fait que le n-butanol est un solvant polaire connu pour extraire une large gamme de molécules 

dont une quantité importante. 

IV. Dosage phytochimique des extraits  

IV.1. Dosages des polyphénols totaux   

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoïdes à partir d’une courbe d’étalonnage (figures 

19) exprimé en µg équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (µg GAE/mg). 

 

Figure 19. Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux. 

Les concentrations des polyphénols (Tableau 04) sont relativement importants dans nos 

extraits, les teneurs en polyphénols sont de 122,74 µg EAG /mg dans l’extrait EBAF suivie de 

celles de L’extraits EAEAF et EDMAF avec 118,76 et 96,76 µg EAG /mg d’extrait 

respectivement et enfin celle d’extrait EEPAF avec 31,89 µg EAG /mg d’extrait.   

Tableau 04. Teneur en polyphénols totaux.  

Extraits  Total phenolic compounds 

content (µg EAG/ml) 

Ether de pétrole (EEPAF) 31,89±0,56 

Dichlorométhane (EDMAF) 46,18±0,33 

Acétate d’éthyle (EAEAF) 118,76±0,27 

n-butanol (EBAF) 122,74±0,78 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

Les composés phénoliques totaux ont été exprimés en µg d'équivalent acide gallique/ml (µg EAG/ml) 
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 IV.1. Dosages des flavonoïdes totaux 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AlCl3) et 

l’étalon été la quercétine (figure 20).  

 
 

Figure 20. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoïdes totaux. 

La teneur en flavonoïdes est exprimée en microgramme d'équivalent de quercétine par 

milligramme d’extrait (µg EQ/mg d’extrait). Les teneurs en flavonoïdes (Tableau 05) des 

extraits EBAF et EAEF sont supérieurs comparés aux extraits EDMAF et EEPAF 66,75 µg 

EQ/mg et 63,32 µg EQ/mg contre 18,22 µg EQ/mg et 13,10 µg EQ/mg d’extrait respectivement.           

 A notre connaissance, Aucun résultat sur le dosage des flavonoïdes et des polyphénols n’a été 

rapporté par d’autres auteurs sur Atractylis flava Desf pour pouvoir comparer nos résultats. 

Tableau 05. Teneur en flavonoïdes totaux. 

Extraits Flavonoïdes content (µg EQ/ml) 

Ether de pétrole  13,10±1,13 

Dichloromethane 18,22±3,37 

Acétate d’éthyle   63,32±3,60 

n-Butanol 66,75±6,12 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

La teneur en flavonoïdes a été exprimée en µg d'équivalent quercétine /ml (µg EQ/ml). 
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I. Evaluation de l’activité antioxydante 

I.1. Activité antiradicalaire au DPPH 

Le test DPPH (tableau 06, figure 21) révèlent que tous les extraits testés possèdent une activité 

antiradicalaire dose-dépendante. La fraction acétate d’éthyle a montré une inhibition puissante 

du radical DPPH• très proche de celle du standard ; 89,37% à 800 µg/ml suivie par l’extrait n-

butanolique 73,30 %. Par ailleurs, une modeste activité antiradicalaire a été exprimée par 

l’extrait éther de pétrole qui atteint 45,61 % a à 800 µg/ml. 

Tableau 06. Activité antioxydante par le test de piégeage DPPH. 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

 

 

Figure 21. Activité antioxydante (DPPH) des extraits d’Atractylis flava Desf. 

 

Les valeurs IC50 (Tableau 07) des extraits testés et du BHA ont été calculées par les régressions 

linéaires des trois essais séparés est représentée par la concentration. 
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EEPAF EDMAF EAEAF EBAF BHA

Extraits % Inhibition  

12,25 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg 800 µg 

Ether de pétrole  8,82±0,76 7,27±0,43 10,01±1,48 13,45±0,39 22,57±1,86 27,43±0,94 45,61±2,87 

Dichloromethane 6,59±1,78 11,08±1,10 11,54±2,38 18,28±0,99 24,56±1,79 37,37±2,18 59,70±3,93 

Acétate d’éthyle   14,21±1,72 17,54±1,33 28,07±0,46 37,91±2,05 58,60±2,15 82,05±1,41 89,37±0,84 

n-butanolique 8,95±1,09 11,72±1,44 14,64±1,78 19,60±0,58 29,97±0,26 48,28±0,86 73,30±4,97 

BHA 76,55± 0,48 79,89± 0,26 81,73±0,10 84,18±0,10 87,13±0,17 89,36±0,19 90,14±0,00 
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Tableau 07. Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le DPPH. 

Extraits IC50 µg/mL 

Ether de pétrole  >800 

Dichloromethane 625,26±5,25 

Acétate d’éthyle   158,41±3,24 

n-butanolique 427,53±4,69 

BHA 6,14± 0,41 
Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

I.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) 

Les résultats de l’activité antioxydante totale par le test CUPRAC regroupés dans le tableau 08 

et la figure 22 indiquent que le pouvoir réducteur de l’extrait acétate d’éthyle et de l’extrait n-

butanolique s’élèvent de 4.29, 2.90 à la concentration 800 µg/ ml respectivement. Nous avons 

constaté que l’extrait acétate d’éthyle (4.29) présente une forte activité réductrice de cuivre qui 

dépasse celle du BHA (3.92) et celle du BHT (3.38). 

Tableau 08. Activité antioxydante par le test CUPRAC. 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

 
 

Figure 22. Activité antioxydante (CUPRAC) des extraits d’Atractylis flava Desf. 
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Extraits  
 

                       Absorbances a 450 nm 
 

12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg 800 µg 

Ether de pétrole  0,12±0,01 0,17±0,01 0,23±0,00 0,34±0,00 0,56±0,00 0,96±0,01 1,46±0,05 

Dichloromethane 0,15±0,00 0,21±0,00 0,33±0,00 0,57±0,00 0,97±0,00 1,65±0,02 2,76±0,07 

Acétate d’éthyle   0,27±0,00 0,45±0,01 0,77±0,01 1,33±0,01 2,25±0,09 3,56±0,07 4,29±0,08 

n-Butanolique 0,19±0,00 0,27±0,00 0,43±0,01 0,71±0,01 1,18±0,01 1,94±0,08 2,90±0,09 

BHA 1,12±0,05 1,95±0,31 3,14±0,46 3,58±0,42 3,35±0,20 3,77±0,19 3,92±0,13 

BHT 1,41±0,03 2,22±0,05 2,42±0,02 2,50±0,01 2,56±0,05 2,86±0,07 3,38±0,13 
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Nous avons déterminé la concentration IC50 pour comparer l’activité réductrice des extraits, 

les résultats sont résumés dans le tableau 09. 

L’efficacité de réduction de cuivre est inversement proportionnelle à la valeur IC50, La 

concentrations IC50 la plus faible est signalée dans l’extrait acétate d’éthyle et l’extrait n-

butanolique à raison de 28,58 et 62,17 µg/ ml respectivement. Pour les autres extraits, les 

valeurs de IC50 sont de 86,59 µg/ µl pour l’extrait dichlorométhane et de 171, 39 µg/ ml pour 

l’extrait éther de pétrole.  

Ces résultats nous ont permet de conclure que l’extrait acétate d’éthyle présente une meilleure 

activité antioxydante par rapport aux autres extraits. 

Tableau 09. Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le test CUPRAC. 

 

 

 

 

 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

I.3. Activité de blanchissement du β-carotène 

Le pourcentage d’inhibition de l’activité antioxydante par le teste β-carotène/ acide linoléique 

est dose-dépendante. A 800 µg/ ml, tous les extraits testés révèlent une puissante activité 

blanchissement du β-carotène de l’ordre de 98,99 % pour l’extrait dichlorométhane suivi par 

l’extrait éther de pétrole et acétate d’éthyle avec des pourcentages d’inhibition de 98 % et 96,94 

% respectivement. Pour l’extrait n-butanolique, le pourcentage est de 93,33 % (Tableau 10, 

figure 22).  

Tableau 10. Activité antioxydante par le test β-carotène. 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

Extraits A0.50 (µg/mL) 

Ether de pétrole  171, 39±1,44 

Dichloromethane 86,59±0,55 

Acétate d’éthyle   28,58±0,65 

n-butanolique 62,17±0,27 
BHA 5,35±0,71 

BHT 8.97±3.94 

Extraits 
 

% Inhibition  
 

12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg 800 µg 

Ether de pétrole  13,92±1,21 38,51±1,98 71,60±1,71 87,37±1,90 91,13±0,35 95,90±0,20 98,00±1,74 

Dichloromethane 19,94±2,68 43,06±3,72 70,33±1,31 83,98±3,32 95,76±4,60 98,60±0,81 98,99±0,21 

Acétate d’éthyle   38,60±2,84 66,01±2,84 82,54±2,09 91,62±0,09 93,60±0,91 94,93±1,22 96,94±1,59 

n-butanolique 15,07±2,23 37,68±3,52 65,92±1,35 80,62±2,95 90,17±1,39 93,92±0,67 93,33±3,80 

BHA  86,78± 1,76 91,35± 0,47 94,29± 0,95 95,87± 0,29 97,02± 0,35 97,40± 0,03 98,79± 0,23 
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Figure 23. Pourcentages d’inhibition du blanchiment du β -carotène en fonction des 

concentrations des extraits d’Atractylis flava Desf. 

Les valeurs IC50 calculées nous a permis d’évaluer l’efficacité de nos extraits (Tableau 11). 

Plus la valeur est petite, plus l’activité antioxydante à piéger les radicaux libres formés à partir 

de l’oxydation d’acide linoléique est élevée. L’extrait acétate d’éthyle constitue un bon piégeur 

des radicaux libres en comparant avec les autres extraits.  

Tableau 11. Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le test β-carotène. 

 

 

 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

I.4. Activité du piégeage de l’ABTS 

La cinétique de la réduction du piégeage de l’ABTS par les extraits d’Atractylis flava Desf sont 

exprimés dans le la figure 24 et le tableau 12. 

Le dosage de l’activité antioxydante par le piégeage de l’ABTS, au niveau des différents extraits 

montre que c’est les extraits acétate d’éthyle et n-butanolique qui présentent la meilleure 

activité notamment à la concentration 800 µg/ml où l’activité est équivalente à celle des témoins 

positifs utilisé. 

0

20

40

60

80

100

120

12.5 25 50 100 200 400 800

%
 d

'i
n

h
ib

it
io

n
 d

e 
B

-c
ar

o
tè

n
e

concentrations (µg/ ml) 

EEPAF EDMAF EAEAF EBAF BHA

Extraits IC50 µg/mL 

Ether de pétrole  39,12±2,93 

Dichloromethane 37,52±0,92 

Acétate d’éthyle   16,52±1,87 

n-butanolique 35,98±3,04 

BHA 0,90±0,02 
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Tableau 12. Activité antioxydante par le test ABTS. 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

 

Figure 24. Activité antioxydante (ABTS) des extraits d’Atractylis flava Desf. 

 

Les résultats du tableau 13 indiquent que L’extrait acétate d’éthyle présente l’effet antioxydant 

le plus élevé, avec une IC50 inférieure à celle du BHA (15,57 µg/ml). En effet, l’extrait 

butanolique, dichlorométhane et éther de pétrole présentent les valeurs suivante (34,28 µg/ml, 

77,62 µg/ml, 326,41 µg/ml respectivement).  

Tableau 13. Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le test ABTS. 

 

 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 
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12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg 800 µg 

Ether de pétrole  2,83±4,84 6,13±2,10 10,62±4,90 17,02±4,49 35,70±1,47 59,11±0,68 64,56±5,84 

Dichloromethane 16,18±4,27 27,62±1,80 39,53±2,78 58,93±1,73 77,13±1,98 88,63±0,27 82,88±3,02 

Acétate d’éthyle   46,60 ±1,04 59,23±4,41 77,91±3,53 89,52±0,52 92,34±0,27 92,52±0,27 92,52±0,10 

n-butanolique 25,94±1,35 43,90±6,53 54,62±13,99 66,59±6,22 90,48±1,26 92,40±0,27 92,76±0,10 

BHA 27,10±1,10 59,56±2,50 93,04±0,50 94,48±0,16 94,48±0,29 94,57±0,00 94,53±0,08 

Extrait IC50 µg/mL 

Ether de pétrole  326,41±2,82 

Dichloromethane 77,62±4,39 

Acétate d’éthyle   15,57±2,93 

n-butanolique 34,28±1,12 

BHA 16,91±0,1 
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I.5. Chélation des ions ferreux 

Les résultats de l’activité de Chélation des ions ferreux des extraits d’Atractylis flava Desf sont 

représentés dans le tableau 14 et la figure 25. Nous constatons que la capacité Chélatrice est 

proportionnelle à l’augmentation de la concentration. Selon ce tableau, l’extrait Acétate 

d’éthyle et butanolique   chélate les ions ferreux plus efficacement que les autres extraits. A une 

concentration de 800 µg/ml, révèlent une activité intéressante, comparable à celle du standard 

utilisé (EDTA), avec une inhibition de plus de 90 % suivi par l’extrait dichlorométhane et éther 

de pétrole qui présentent les valeurs suivante (80,79µg/ml, 50,60 µg/ml respectivement).  

Tableau 14. Activité antioxydante par le test Chélation des ions ferreux. 
Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

 

 
 

Figure 25. Activité antioxydante (Chélation des ions ferreux.) des extraits d’Atractylis flava 

Desf. 
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Extraits 
 

                     % d’inhibition 
 

12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg 800 µg 

Ether de pétrole  3,94±3,78 5,10±1,97 10,10±2,84 15,59±4,37 34,50±0,48 47,06±0,74 50,60±0,18 

Dichloromethane 14,62±4,35 26,27±1,83 37,91±0,38 45,66±1,28 49,56±0,59 76,58±0,97 80,79±1,10 

Acétate d’éthyle   36,76±1,40 45,54±6,92 47,18±47,18 49,99±1,22 73,90±0,28 76,89±2,74 91,77±1,11 

n-butanolique 24,56±1,37 33,71±3,98 39,13±1,84 44,87±0,59 51,09±1,04 66,33±0,73 91,83±0,83 

EDTA 9,69±1,32 20,59±0,50 51,15±0,31 95,80±0,06 95,87±0,06 95,84±0,22 95,76±0,06 
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Tableau 15. Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le test Chélation des ions 

ferreux. 

 

 

 

 

 
Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

Les valeurs des IC50 sont représentées dans le tableau 15. L’extrait Acétate d’éthyle a présenté 

la meilleure capacité chélatrice, avec une IC50 égale à 078,11 µg/ml.  

 

I.6. Réduction de fer 

L’activité antioxydante des différentes extraits, obtenue avec le test de réduction de fer est 

présenté dans le tableau 16 et la figure 26. Nos résultats montrent que l’extrait acétate a 

présenté le plus d’activité pour réduire le fer suivi par l’extrait n-butanolique. 

Tableau 16. Activité antioxydante par le test réduction de fer. 
 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

Tableau 17. Activité antioxydante exprimée en valeurs IC50 par le test réduction de fer. 

 

 

 

 

 

 
 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

Extraits IC50 µg/mL 

Ether de pétrole  711,70±13,57 

Dichloromethane 165,61±3,14 

Acétate d’éthyle   78,11±4,18 

n-butanolique 176,52±8,54 

EDTA 48,11±0,32 

Extraits 
 

Absorbance a 700 nm  
 

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 

Ether de pétrole  0,05±0,00 0,15±0,01 0,30±0,01 0,36±0,01 0,42±0,01 0,48±0,00 0,51±0,01 

Dichloromethane 0,06±0,00 0,09±0,02 0,08±0,02 0,29±0,01 0,36±0,01 0,46±0,01 0,50±0,00 

Acétate d’éthyle   0,31±0,01 0,47±0,06 0,70±0,01 1,47±0,06 2,26±0,05 3,72±0,17 3,46±0,31 

n-butanolique 0,21±0,06 0,28±0,06 0,40±0,06 0,58±0,01 0,97±0,01 1,77±0,08 2,82±0,06 

BHA 0,37±0,01 0,64±0,01 1,09±0,01 1,90±0,08 3,21±0,04 3,84±0,03   4,01±0,09 

Quercetin 0,58±0,04 0,93±0,04 1,50±0,03 2,26±0,04 3,20±0,27 3,84±0,09 3,84±0,33 

Extrait A0.50 (µg/mL) 

Ether de pétrole  165,28±5,42 

Dichloromethane 197,06±1,34 

Acétate d’éthyle   7,49±0,54 

n-butanolique 19,24±2,27 

BHA 9,29±0,22 

Quercetine 4,31±0,64 
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Figure 26. Pouvoir réducteur des extraits d’Atractylis flava Desf. 

 

L’efficacité de réduction de fer est inversement proportionnelle à la valeur IC50 (tableau 15), 

les résultats obtenus, montrent que l’extrait acétate d’éthyle possèdent une activité antioxydante 

relativement intéressante. Nous pouvons classer la réduction de nos extraits comme suit : 

acétate d’éthyle (7,49 µg/ml), n-butanolique (19,24 µg/ml), éther de pétrole (165,28), 

dichlorométhane (197,06). 

 

I.7.Discussion  

L’utilisation des anti-oxydants de synthèse est actuellement remise en cause en raison des 

risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales d’antioxydants 

naturels sont recherchées. Dans ce travail, le pouvoir anti-oxydant des extraits d’Atractylis flava 

Desf a été évaluée in vitro. Les résultats obtenus montrent que les extraits testés ayant une 

importante capacité à scavenger les radicaux libres DPPH, ABTS et une forte activité à inhiber 

l’oxydation du β-carotène. 

Vu la richesse des extraits d’Atractylis flava Desf en polyphénols et flavonoïdes, Cependant, la 

présence des flavonoïdes pourrait efficacement capter le radical libre DPPH, ABTS et piéger 

les radicaux de l’acide linoléique donc prévenir le blanchissement du β-carotène (Naidu et al., 

2011). Les composés phénoliques tels que les flavonoïdes sont connus par leurs capacité de 

piéger les radicaux libres et, par conséquent, retarder l'auto-oxydation des lipides (Montoro et 

al., 2005 ; Teixeira et al., 2005 ; Barreca et al., 2011 ; Wang et al., 2013). Il a été signalé que 
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ces composés servent de bons donneurs d'électrons et d'hydrogènes qui sont dérivées 

principalement de leur cycle B (Le et al., 2007). 

De plus, l’activité antioxydante a été évaluée par les techniques : CUPRAC, réduction de fer, 

chélation des ion ferreux, qui représentent des indicateurs significatifs du pouvoir antioxydant 

des plantes. Les résultats montrent que nos extraits contiennent des composés qui peuvent 

réduire le cuivre et le fer ferrique et qui entrent en compétition avec la ferrozine pour chélater 

le fer ferreux (Fe+2). La mesure du pouvoir réducteur des composés purs ou sous forme d’extrait 

brut peut se faire par détection spectrophotométrique. 

 Les résultats de ce travail montent que nos extraits possèdent un effet réducteur, qui pourrait 

être dû à sa richesse en composé polyphénoliques. En effet, la capacité de chélation est très 

importante car elle réduit la concentration des catalyseurs de peroxydation des métaux. En effet, 

le fer peut stimuler l'oxydation des lipides par la réaction de Fenton, et accélère également cette 

oxydation en décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyle et alcoxyle qui, à leur tour, 

peuvent maintenir la réaction en chaîne (Miguel 2009).  

Globalement, les résultats de l’activité antioxydante des extraits évalués par ces différents tests 

indiquent que ces extraits possèdent des propriétés antioxydantes importantes. Cette activité 

semble être attribuée aux composés phénoliques. La plante Atractylis flava Desf est caractérisée 

par l’existence de Vicenine 3, Schaftoside, Isorhamnétine 3-O-robinobioside, Ladaneine, 

Stigmastérol, quercétine Chrysine, Apigénine et l’acide oléanolique. (Chaabani et al.,2013) 

qui possèdent de fortes activités antioxydante et du piégeage des radicaux (DPPH, ABTS+) et 

une puissance de réduction (Jihed Boubaker et al.,2012 ; Audrius Pukalskas et al., 2012 ; 

Sultana et al.,2008 ; Fabiana et al.,2008 ; Nahid et Firouzeh 2008). Ces composés semblent 

donc être les principaux contributeurs à la capacité antioxydante de nos extraits.  

Il semble important de souligner que, l’extrait acétate d’éthyle est le plus actif en comparant 

avec l’extrait butanolique qui est l’extrait le plus riche en polyphénols et flavonoïdes. Les 

travaux de chaabani et al (2016) ont montré que la fraction acétate d’éthyle de cette plante 

détient une bonne capacité à piéger le radical DPPH, chez Atractylis flava Desf, la quercétine, 

le stigmastérol, Chrysine, Apigénine et l’acide oléanolique sont les principaux composés isolés 

dans l’extrait acétate d’éthyle de cette plante (Chaabani al., 2016). Ces constituants sont dotés 

d’avoir une forte activité antioxydante. En effet, le comportement antioxydant est simplement 

celui attendu du contenu des composants les plus efficaces. Par ailleurs, l'activité antioxydante 

dépend non seulement de la concentration, mais également de la structure et de la nature des 
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antioxydants (Falleh et al., 2008). On peut dire donc que la performance globale en tant 

qu'antioxydant est le résultat de l'interaction d’un seul composant ou un complexe entre les 

composants, on peut s'attendre à un comportement synergique ou antagoniste.   

II. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro 

Le test d’inhibition da la dénaturation des protéines est un test d’évaluation de l’activité anti-

inflammatoire in vitro, La dénaturation d’une protéine provoque l’induction de la réaction 

inflammatoire par la production des auto-antigènes, facteurs importants pour développer une 

inflammation chronique. Ce test a pour but de mesurer le pouvoir inhibiteur de la dénaturation 

de protéine par les extraits d’Atractylis flava en utilisant l’albumine bovin (BSA). Les résultats 

sont résumés dans la figure 27 et le tableau 18 suivant : 

Tableau 18. Activité antiinflammatoire des extraits d’Atractylis flava Desf. 

 

 

 

 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

Tous les extraits d’Atractylis flava Desf présentent une dénaturation   de BSA. L'effet le plus 

important est observé pour l'extrait n-butanolique et l’extrait acétate d’éthyle avec un 

pourcentage d'inhibition EAEAF = 72,85 % et EBAF = 66,99% à 1000 µg. Concernant les 

autres extraits, dichlorométhane et l’éther de pétrole le pourcentage d’inhibition est de 38,85 

%, 30,84 % respectivement. L’effet de Diclofénac de sodium contre la dénaturation est avec un 

pourcentage de 92,45% à une concentration de 1000 µg/ml. 

La dénaturation des protéines est une cause bien déterminée de l’inflammation. Dans le cadre 

de la recherche des mécanismes de l’activité anti-inflammatoire, le pouvoir des extraits à 

inhiber la dénaturation des protéines a été étudiée. La dénaturation protéique est un phénomène 

durant lequel la protéine perd sa structure tridimensionnelle, suite à son exposition à la chaleur, 

à un agent infectieux ou chimique (acide ou base forte) (Lanneau, 2010), induisant l’exposition 

de certains sites qui vont devenir des auto-antigènes (Jacquier-arlin et Polla, 1994).  

% Inhibition 

EXTRAIT 125 µg 250 µg 500 µg 1000 µg 

Ether de pétrole  9,35±0,30 13,06±0,61 18,99±0,99 30,84±0,98 

Dichloromethane 9,42±0,49 17,92±1,05 34,92±0,55 38,85±0,64 

Acétate d’éthyle   32,15±0,65 41,07±0,36 60,03±0,17 72,85±0,99 

n-butanolique 33,50±0,95 44,77±0,37 58,35±0,47 66,90±0,13 

Diclofénac  41,73±0,36 68,19±0,73 86,35±0,40 92,45±0,79 
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La dénaturation protéique, in vivo, peut être la cause de l’apparition d’auto-antigènes dans 

certaines maladies arthritiques. Les agents possédant des propriétés protectives contre la 

dénaturation protéique, seraient de bons candidats pour le développement de nouvelles 

molécules anti-inflammatoires (Chandra et al., 2012).  

Les extraits testés présentent une efficacité inhibitrice de la dénaturation thermique. L’activité 

anti dénaturante des protéines par les extraits d’Atractylis flava Desf pourrait être due à 

l’interaction de certains polyphénols avec deux sites (présents au niveau de certaines protéines 

exp : albumine) de liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams et al., 2002 in 

Duganath et al., 2010). En effet selon l’étude effectuée par Dufour et Dangles (2004) sur 

l’interaction des flavonoïdes avec l’albumine, cette dernière possède une forte affinité pour la 

quercétine, ce qui pourrait expliquer l’activité protectrice des polyphénols contre la 

dénaturation thermique de l’albumine.  

 

        Figure 27. Effet des extraits d’Atractylis flava Desf sur la dénaturation de BSA.  

III. Evaluation de l’activité antidiabetique in vitro  

III. Effet d’EBAF sur l’inhibition de Alpha-amylase et l’Alpha-glucosidase   

La capacité des extrait n-butanolique pour inhiber l'activité α –amylase et α -glucosidase in vitro 

a été étudiée et les résultats sont illustrés sur la figure 28 et 29. Les résultats ont montré que 

l’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf inhibent l'enzymes α –amylase et α -glucosidase 

de façon dose-dépendante (62,5 à 1000 µg/ ml). L’extrait n-butanolique provoque une inhibition 

des deux enzymes étudiées, à 1000 µg/ml le pourcentage d’inhibition atteint 89.37 % pour α -

glucosidase et de 76.17 % pour α –amylase. L’effet inhibiteur de l’acarbose contre α –amylase 
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et α-glucosidase est avec des pourcentages de 97,88 %, 93,21 respectivement à une 

concentration de 1 000 µg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28. Inhibition de l’α-glucosidase par l’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf. 

 

 

Figure 29. Inhibition de l’α-amylase par L’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf. 

L'inhibition de l'alpha-glucosidase et de l'alpha-amylase, enzymes impliquées dans la digestion 

des hydrates de carbone, peut réduire de façon significative l'augmentation postprandiale de la 

glycémie et peut donc être une stratégie importante dans la gestion de la glycémie chez les 

diabétiques de type 2. Le traitement par drogues synthétiques comme l’acarbose ne se limitent 
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qu'à un faible contrôle de l'exacerbation, et en plus ont divers effets secondaires.  Cependant, 

l’utilisation des extraits végétaux comme des inhibiteurs l'alpha-glucosidase et de l'alpha-

amylase pourraient aborder l'inconvénient des effets secondaires tels que la distension 

abdominale, la flatulence, météorisme et, éventuellement, de la diarrhée (Tundis et al., 2010 ; 

Lebovitz, 1997). 

L’étude phytochimique présentée par chaabani et al en (2016). Montre que l’extrait 

butanolique d’Atractylis flava Desf est riche en métabolites : saponosides, flavonoïdes, 

terpenoides, et phytostérols par la présence de tilloroside et la vicenine 3. Ces résultats montrent 

que l’extrait butanolique un pouvoir remarquable pour inhiber l’activité d’α-amylase. 

 Ces résultats suggèrent que les composants de l’extrait butanolique représentés par la présence 

de tilloroside et la vicenine 3 connu par leur effet inhibiteur de la digestion du carbohydrate 

(islam et al., 2014 ; Goto et al., 2012) pourraient être les principaux constituants 

antidiabétiques.  

IV. Test de Cytotoxicité contre l'Artémia salina  

Pour évaluer l’activité cytotoxique contre l'Artémia de la plante Atractylis flava Desf, les 

extraits ont été testés avec les concentrations suivante :10,20,40,80 μg/ml. Le tableau suivant 

regroupe les résultats obtenus. Le pourcentage de mortalité des larves est déterminé après une 

exposition de 24 heures aux extraits testés. 

Tableau 19. Résultats de l’activité cytotoxique des larves d’artémia.   

Extraits % de mortalité  
10 µg 20 µg 40 µg 80 µg DL50 µg/mL Toxicité 

Ether de pétrole  12.50±0.21 16.67±0.20 33.33±6.01 33.33±0.30 ≥ 80μg/ml                                                                 - 

Dichloromethane 25±1.50 25±2.10 54.17±1.22 100±0.00 37.78±3.85 ++ 

Acétate d’éthyle   50±0.00 50±5.12 70.83±3.32 100±0.00 20.00±0.00 ++ 

n-butanolique 25±1.50 25±2.10 54.17±1.22 100±0.00 32.11±1.34 ++ 

K2cr2o7 00±00 53.62±10.00 81.22±1.33 100±0.00 19.11±2.56 ++ 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± écart-type (n=3). 

 

 

 

DL50 Toxicité 

DL50 ≥ 80μg/ml                                                                 - 

80 μg/ml > DL50 ≥ 40μg/ml                                          + 

40μg/ml > DL50 ≥ 10μg/ml                                               ++ 

DL50 <10μg/ml                                                           +++ 
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Pour les extraits testées, la concentration de 80 μg/ml engendrant la mort de 100 % des larves. 

Il s’agit de l’extrait n-butanolique, l’extrait à l’acétate d’éthyle et l’extrait dichlorométhane l. 

l’extrait éther de pétrole a engendré 33.33 % de taux de mortalité. 

La dose, qui cause la mort de 50 % des larves d’essai correspond à la DL50.les résultats de la 

DL50 montre que Les extraits testés sont toxiques dans l’ordre suivant : l’extrait à l’acétate 

d’éthyle (DL50 = 20 μg/ml), l’extrait butanolique (DL50 = 32,11 μg/ml), l’extrait 

dichlorométhane (DL50 = 37,78 μg/ml),l’extrait éther de pétrole (DL50 ≥ 80μg/ml), Ces valeurs 

indiquent que, les extraits : acétate d’éthyle , n-butanolique et  dichlorométhane sont les plus 

toxiques, tandis que  l’extrait éther de pétrole est   faiblement toxique  comparés au standard, le 

dichromate de potassium (DL50 = 19.11 μg/ml) . 

Les résultats obtenus avec cet essai sont quantitatifs et reproductibles. Dans la plupart des cas, 

ce test rapide, donne une corrélation raisonnable entre la cytotoxicité et la propriété 

antitumorale (McLAUGHLIN et al 1991).  

Ce test est donc utilisé pour prédire les propriétés cytotoxiques d'extraits de plantes et aussi la 

présence possible des composés ayant une activité anticancéreuse (MOSHI et al 2009). A part 

l’activité anticancéreuse, le test de létalité BST indique une large gamme de propriétés 

pharmacologiques, entre autres, les activités antimicrobiennes, pesticides et cytotoxique 

(McLAUGHLIN et al 1988). 

Les métabolites secondaires tel que les saponines, les stéroïdes, les glycosides, les triterpènes 

parfois même des flavonoïdes présentent des effets cytotoxique (Ozçelik et al., 2011). Le 

screening phytochimique des extraits de notre espèce a révélé la présence des flavonoïdes, des 

saponosides, Stéroïdes et Terpènes. Ces résultats suggèrent que les composants de nos extraits 

pourraient être les principaux constituants de l’effet cytotoxique. 

VI. Evaluation de l’activité anticancereuse 

 VI.1. Test de cytotoxicité 

Dans un premier temps, l’effet de l’EBAF a été évaluée sur la croissance des cellules THP-1. 

La cytotoxicité est évaluée pendant 24 heures et les extraits ont été testés à des concentrations 

allant de 25 µg/ml à 800 µg/ml.   
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 VI.2. Test de cytotoxicité au WST-1 

Le test WST-1 révèle un effet dose-dépendant ; la viabilité des cellules THP-1 chute 

considérablement lorsque celles-ci sont exposées à des concentrations croissantes en extrait n-

butanolique, notamment de 200 µg/ml à 800 µg/ml (près de 0 % de viabilité). 

Nous pouvons en déduire que l’activité mitochondriale des THP-1 diminue de manière 

significative au contact d’EBAF et que la plante apparait toxique pour les cellules (Figure 30). 

 

Figure 30. Activité mitochondriale des THP-1 exposés à L’extrait n-butanolique d’Atractylis 

flava Desf par test WST-1. 

 

VI.3. Test de cytotoxicité au Alamar bleu 

En observant le graphique ci-dessous, nous constatons que l’EBAF ne provoque pas de toxicité 

sur les cellules THP-1, ceci même à une concentration de 800 µg/ml. Nous observons une 

hausse de l’activité mitochondriale de près de 250 % lorsque les concentrations en extrait 

augmentent (Figure 31).  
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Figure 31. Activité mitochondriale des THP-1 exposées à L’extrait n-butanolique d’Atractylis 

flava Desf par le test Alamar bleu. 

VI.4. Test de cytotoxicité au bleu trypan  

Le test au bleu trypan illustre une baisse de la viabilité cellulaire. En effet, plus la concentration 

en EBAF augmente, plus la viabilité des THP-1 diminue, et passe de 100 % à 60 % lorsque la 

concentration atteint 800 µg/ml (Figure 32).  

L’extrait n-butanolique présente donc un impact sur la viabilité des THP-1 ce qui confirmerait 

le test WST-1 réalisé précédemment.  

Cependant, nous notons une discordance entre les résultats des trois tests réalisés. Pour une 

concentration d’extrait à 400 µg/ml, l’activité mitochondriale des cellules s’effondre d’après le 

test WST-1. Néanmoins, le test au bleu Trypan montre une viabilité cellulaire proche de 80%, 

tandis que les résultats du test Alamar bleu semblent présenter une augmentation croissante de 

l’activité mitochondriale. Cette divergence peut être liée à plusieurs facteurs ; 1 : les tests de 

cytotoxicité,  WST-1, Alamar bleu et bleu Trypan évaluent différents « endpoints », 

respectivement l’activité enzymatique mitochondriale et l’intégrité membranaire ; 2 : les 

colorants utilisés peuvent interagir avec l’extrait 3 : l’affection de l’activité mitochondriale par 

l’extrait. Ceci justifie l’utilisation de plusieurs tests de viabilité pour évaluer la cytotoxicité in 

vitro. 
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Figure 32. Activité cellulaire des THP-1 exposées à L’extrait n-butanolique d’Atractylis flava 

Desf par test au bleu trypan. 

 

VI.5. Exploration des gènes  

Pour déterminer le mécanisme d’action de l’l’EBAF sur les cellules tumorales, nous avons 

étudié le changement de l’expression génique entre les cellules traitées et non traitées en 

utilisant la méthode de RT-PCR.   

Lorsque l’on passe d’une concentration en extrait de 25 à 100 µg/ml, nous observons une 

tendance à la sous-expression de tous les gènes d’intérêts, et ceci de manière significative 

(Figure 33). Notons que la sous-expression est plus importante pour les gènes BCL-2, SDHA, 

(jusqu’à 8 fois moins) ainsi que CASP 8, OPA1 et NCF1 (jusqu’à 4 fois moins). Les gènes pro-

apoptotiques de la voie extrinsèque de l’apoptose, TNF- α et CASP 8, sont sous-exprimés ; ainsi 

que le gène anti apoptotique impliqué dans la voie intrinsèque, BCL-2.  Ces éléments suggèrent 

que la voie intrinsèque de l’apoptose serait impliquée. 
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Figure 33. Etude de l'expression des gènes des THP-1 exposées à L’extrait n-butanolique 

d’Atractylis flava Desf (100,25 µg/ml). 

 

L’étude de l’activité mitochondriale des THP-1 au contact de l’extrait butanolique a révélé une 

chute de celle-ci à partir d’une concentration de 200 µg/ml. La sous-expression des gènes OPA1 

et SDHA en serait à l’origine puisque ces observations traduisent des altérations 

morphologiques des mitochondries ainsi qu’une dérégulation au niveau de la chaine 

respiratoire. 

Parmi les gènes responsables des fonctions mitochondriales, le gène OPA1 qui joue un rôle 

majeur dans le maintien de la morphologie et de la dynamique du réseau mitochondrial et dans 

la régulation des voies de signalisation de la mort cellulaire (Chen et al., 2003). Après 

l'oxydation du succinate par fumarate, qui se produit dans la sous-unité SDHA, les électrons 

sont transportés via les sites Fe/S dans la sous-unité SDHB vers les sites de liaison Q coenzyme 

formés par les protéines SDHB/C/D, conduisant à la réduction du flux d'ubiquinone et 

d'électrons vers le complexe respiratoire III (Cecchini et al.,2003). Toute interférence dans 

cette chaîne de réactions redox entraîne une fuite d'électrons et la formation de superoxyde suite 

à l'interaction avec l'oxygène moléculaire. En effet, plusieurs molécules qui ciblent le site de 

liaison de l'ubiquinone du SDH provoquant la génération de superoxyde qui provoque 

l'apoptose des cellules cancéreuses ces molécules sont actuellement à l'étude comme des agents 

chimio thérapeutiques (Kluckova et al.,2013). Inversement, l'altération en amont de 

l'oxydation du succinate par la sous-unité SDHA peut annuler tout flux d'électrons vers d'autres 
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composants SDH, inhibant ainsi la génération de ROS. La sous régulation d’OPA 1, qui bloque 

la fusion des mitochondries, réduit la respiration mitochondriale et induit la diminution du 

potentiel mitochondrial transmembranaire. Ce gène joue aussi un rôle majeur dans le maintien 

de la morphologie du réseau et la dynamique mitochondriale, puisque sa sous-expression 

favorise la fragmentation du réseau mitochondrial, ainsi que dans la régulation des voies de 

mort cellulaire via l’autophagie. En effet, la sous-régulation d’OPA1 favorise l'agrégation du 

réseau mitochondrial dans les cellules ganglionnaires rétinienne et la modification de la 

structure de la membrane mitochondriale interne avec une désorganisation des crêtes et la 

libération du cytochrome C, ce qui induit l'apoptose intrinsèque ou mitochondriale. De même, 

la régulation d’opa1 affecte la fusion des mitochondries contrôlant leur élimination par 

autophagie (Liesa, M et al.,2009). 

L’EBAF, possède un effet anti-cancéreux par modulation de l’expression des gènes 

apoptotiques contre la lignée cellulaire THP-1 Ceci peut être dû à la présence des flavonoïdes. 

La modulation de l'expression des gènes par les flavonoïdes peut alors s'expliquer par 

l'activation ou l'inhibition des facteurs de transcriptions sensibles au statut redox de la cellule, 

comme NFkB ou AP-1 (Leonarduzzi et al., 2010). Certains flavonoïdes ont également la 

capacité de se lier directement sur des protéines cibles, notamment sur différents récepteurs à 

tyrosine kinase, les MAPK (Teillet et al., 2008), PI3K (Walker et al., 2000), mais aussi la 

protéine kinase C (PKC) (Conboy et al., 2009). Les flavonoïdes seraient capables de se lier sur 

les poches de fixation de l'ATP situées sur différentes kinases (Teillet et al., 2008). D'autre 

part, l'inhibition de la PKC par certains polyphénols, notamment la curcumine, pourrait être due 

à la compétition de ce composé avec les ions Ca2+ pour la fixation sur la sous-unité régulatrice 

de cette protéine (Mahmmoud, 2007). La quercétine, quant à elle, est capable d'inhiber la PI3K 

par fixation directe (Hwang et al., 2009), tout comme la lipoxygénases LOX-3 (Fiorucci et 

al., 2008). L'inhibition de ces deux protéines est connue pour favoriser la régression tumorale 

et participe sans doute à l'effet antitumoral des flavonoïdes. 

 L’étude de l’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf révèle également une toxicité sur les 

cellules THP-1. Effectivement, nous observons une dégradation de l’activité mitochondriale. 

Ceci n’est autre que la conséquence d’altérations conformationnelles des mitochondries 

accompagnées d’un dysfonctionnement du cycle de Krebs. En ce qui concerne le gène TNF-α, 

codant pour une cytokine pro-inflammatoire, étant sous-exprimé, cela pourrait indiquer une 

réduction des processus inflammatoires.   
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 VI.6. Détermination de l'activité de Caspase-3 

L'activation de Caspase-3 est un élément crucial dans la cascade de signalisation apoptotique. 

Pour comprendre comment l'EBAF peut être toxique pour les THP-1, nous avons examiné 

l'activité de la caspase-3 des cellules traitées par l’E en utilisant un substrat spécifique de la 

caspase-3, le DEVD-PNA, qui est clivé pour produire un produit fluorescent. Nos résultats ont 

montré que l'activité de la caspase-3 dans les cellules traitées avec l'EBAF était 

significativement élevée, ce qui correspond à l'effet observé de ces extraits sur la viabilité 

cellulaire (Figure 33). Ceci montre clairement que l'activité cytotoxique d'Atractylis flava Desf 

peut être attribuée à l'induction de l'apoptose par activation caspase-3. L'induction de l'apoptose 

dans les cellules tumorales est considérée comme un moyen précieux de traiter le cancer. 

(Dixon et al ,1997). On sait qu'une grande variété de substances naturelles induisent l'apoptose 

dans diverses cellules tumorales. Il est donc important de filtrer les inducteurs apoptotiques des 

plantes, soit sous forme d'extraits bruts, soit sous forme de composants isolé (Taraphdar et 

al., 2001). 

 

 

Figure 34. Mesure de l'activité de la protéine caspase-3 des THP-1 exposées à L’extrait n-

butanolique d’Atractylis flava Desf. 
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I. Etude toxicologique 

I. Toxicité aigüe de L’EBAF  

I.1.Effets de l’EBAF sur l'aspect général 

Selon les observations effectuées sur les animaux en essai aiguë. Les rates n'ont montré aucun 

changement dans l'apparence physique générale et dans la somatomotricité durant la période 

d'observation. Aucune manifestation de convulsions, salivation, diarrhée, coma, ou de 

comportements anormaux n'a été observée. Aucune autre modification liée au traitement, ni 

aucune mortalité, n'a été observée chez les animaux sur la période de 14 jours suivant 

l'administration oral d'une dose unique d'extrait à la dose 2000 mg/kg. 

I.2.Effets de l’EBAF sur les paramètres hématologiques 

Le tableau 20 présente l’effet de l’extrait n-butanolique sur les paramètres hématologiques.  

Tableau 20. Valeurs des paramètres hématologiques des rats témoins et des rats traités ; 

mesurés pendant l'étude de la toxicité aiguë. 

Paramètres hématologique  Contrôle EBAF 2000 mg/kg p.c  

GR (106x µL) 7.35±0.14 7.13±0.06  

MCV (fL)          55.68±0.85 
57.06±0.67  

RDW (fL) 13.18±0.26 13.22±0.25  

HCT (%) 40.92±0.48 40.74±0.42  

PLT (10³/µL) 614.8±61.76 645.4±50.75  

MPV (fL) 6.18±0.09 6.32±0.13  

GB (10³/µL) 
6.10±0.69 

6.92±1.10  

HGB(g/dL) 14.5±0.17 14.34±0.11  

MCH (pg) 
19.74±0.25 20.08±0.22  

MCHC(g/dL) 35.46±0.17 35.22±0.13  

Lymphocyte no 4.24±0.51 4.82±0.93  
Lymphocyte % 

69.08±2.43 
68.76±2.73  

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 

Les affections du système hématopoïétique est un bon indicateur de toxicité d'une substance, 

comme l'est la diminution du poids corporel (Adeneye et al., 2006). Chez les rates traitées par 

une dose unique de 2000 mg/kg, aucune différence significative n'a été notée entre les taux 

moyens des différents paramètres hématologiques évalués chez les animaux des groupes traités 

et leurs valeurs dans les groupes témoins.  
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I.3.Effets de l’EBAF sur les paramètres biochimiques  

L'effet de l'extrait n-butanolique sur les paramètres biochimiques est présenté dans le tableau 

21.  

Tableau 21. Valeurs des paramètres biochimiques des rats témoins et des rats traités ; 

mesurés pendant l'étude de la toxicité aiguë. 

Paramètres biochimiques Contrôle EBAF 2000 mg/kg p.c 

Profile hépatique   
ASAT(U/L) 131 ± 5.54 122.8 ± 3.36  

ALAT(U/L) 86.2 ± 7.13 78.4 ± 9.66  

Bilirubine Totale (mg/dL) 0.76 ± 0.04 0.70 ± 0.07  

Profile rénal    

Urée (mg/L) 0.30 ± 0.01 030 ± 0.01  

Créatinine (mg/L) 4 ± 0.01 3 ± 0.0  

Profile lipidique  

Cholestérol (mmol/L) 0.57 ± 0.04 0.63 ± 0.05  

Triglycérides (mmol/L) 0.83 ± 0.10 1.14 ± 0.15  

HDL-Cholestérol (mmol/L) 0.50 ± 0.03 0.54 ± 0.06  

LDL-Cholestérol (mmol/L) 0.06 ± 0.01 0.06 ± 0.01  
Glucose (g/L) 0.67 ± 0.03 0.68 ± 0.05  

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 

Aucune différence significative n'a été signalée entre les taux moyens des différents paramètres 

biochimiques évalués chez les animaux des groupes traités et leurs valeurs dans les groupes 

témoins. 

Durant cette étude nous avons examiné quelques paramètres biochimiques pour observer l’effet 

toxique de l’extrait n-butanolique sur la fonction rénal et hépatique. L’urée et la créatinine 

sériques sont considérées comme les principaux marqueurs de la néphrotoxicité, bien que l’urée 

sérique soit souvent considérée comme un prédicteur de la fonction rénale plus fiable que la 

créatinine sérique (Palani et al., 2009). En effet, Les transaminases sont présentes dans le foie, 

mais aussi dans le muscle et dans le rein, le pancréas, et d'autres tissus. Elles sont synthétisées 

au niveau du cytoplasme des cellules de ces organes et déchargées dans la circulation, lorsque 

ces cellules sont endommagées de plus le foie est le siège essentiel de la synthèse du cholestérol 

sanguin. Toute atteinte de la fonction hépatique pourrait donc inhiber cette synthèse et par la 

suite réduire les taux de cholestérol sanguin (Peirs, 2005).  

I.4.Autopsie générale 

L'autopsie des animaux d'essai n'a révélé aucune anomalie liée au traitement. 
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I.5.Effets de l'EBAF sur le poids relatif des organes 

 

Le tableau 22 présente l'effet de l'extrait n-butanolique d'Atractylis flava Desf sur le poids relatif 

(%) de foie et des reins. Aucune différence significative n'a été observée chez les rates traitées 

comparés groupe témoins à la dose 2000 mg/kg. 

 

Tableau 22. Effets de l'extrait butanolique sur le poids relatif de quelques organes (% du 

poids corporel) 

Poids relatif des organes Contrôle EBAF 2000 mg/kg p.c  

FOIE  3,89±0,35 4,02±0,24 ns 

REIN 0,32±0,03 0,29±0,01 ns 
    Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 

L’administration d’une dose de 2000 mg/kg d’EBAF par voie orale ne présente pas de toxicité. 

Aucun signe de toxicité du point de vue comportemental n’a été observé. En effet, aucun 

changement au niveau du poids relatif des organes, des paramètres hématologiques et 

biochimiques.  

D’après les résultats de cet essai Une DL50 orale estimée supérieure à 2000 mg/kg a été obtenue, 

cette valeur a permis de classer la toxicité de cet extrait dans la catégorie 5 du système de 

classification globalement harmonisé des substances chimiques, catégorie caractérisant les 

substances faiblement toxiques (OECD, 2001).  

I.6.Résultats de l’étude histopathologique 

 (A)                                                                          (B)  

  

  

 

 

 

Figure 35 : Coupe histologique du tissu hépatique des rats (A) : témoins et des rats traités (B) : avec la dose (2000 

mg/kg) d’EBAF Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (X10). 
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  (A)                                                                            (B)                                  

 

 

 

 

 

Figure 36 : Coupe histologique du tissu hépatique des rats (A) : témoins et des rats traités (B) : avec la dose (2000 

mg/kg) d’EBAF Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (X 40).  

 (A)                                                                             (B)                                                                  

 

 

 

 

 

Figure 37 : Coupe histologique du tissu rénal des rats (A) : témoins et des rats traités (B) : avec la dose (2000 

mg/kg) d’EBAF Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (X10).  

(A)                                                                             (B)                                                                                                                                   

 

 

 

 

 

Figure 38 : Coupe histologique du tissu rénal des rats (A) : témoins et des rats traités (B) : avec la dose (2000 

mg/kg) d’EBAF Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (X10). 

Les résultats de l'examen histopathologique sont indiqués dans les figures (35, 36, 37, 38). 

D’après ces résultats, on a remarqué une absence des traces majeures de la toxicité, les organes 

étudiés ne présentent aucun changement structural au niveau des tissus hépatiques ou rénales 

dans les conditions appliquées. L’étude de la toxicité aigüe effectuée nous a fourni des preuves 
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que l’EBAF ne présente aucun signe de la toxicité sur le foie et les reins avec les doses 2000 

mg/kg. 

II. Évaluation de l’activité diuertique   

Les détails de l’activité diurétique. Sont présentés dans le tableau 23. D'après les résultats, il 

apparaît que EBAF a montré une activité diurétique à toutes les doses testées (100,250,500 

mg/kg), avec un effet dose dépendant. 

Le volume total d'urine sur la période de 5 h est mesuré pour l’EBAF, le standard (furosémide) 

et témoin normal. Le furosémide et l’EBAF ont augmenté le débit urinaire de façon significative 

à 5 h par rapport au rats témoins.  

Concernant la réponse diurétique et la puissance d'excrétion électrolytique de l'EBAF ont été 

très modérées par rapport aux rats témoins normaux, à l'exception de la dose (100 mg/kg). 

L'EBAF à des doses de 250 et 500 mg/kg a montré une augmentation significative de l'excrétion 

de Na+, de K+ et de Cl-. Les résultats de l'excrétion d'électrolytes urinaires après le traitement 

par l’EBAF étaient comparables à ceux du furosémide (tableau 2). 

L’excrétion urinaire volumétrique a été de 86% ; 113,33% ; 129 % - 152,33% et 164,66 % 

respectivement pour le contrôle normal, les doses de 100,250,500 mg/kg, et le furosémide 

(tableau 24). 

Tableau 23. Activité diurétique (concentration en électrolytes et Volume urinaire) de l'extrait 

n-butanolique d’Atractylis flava Desf. 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 

 

 

 

 

Groupes  Volume 

urinaire  

Na+ K+ Cl- 

Contrôle  12,90±0,40 103,4±1,05 43,70±1,00 70,21±0,33 

Furosémide 24,70±0,60*** 163,3±5,95*** 76,95±1,35*** 114,3±2,25*** 

100 mg 17,00±0,50 * 118,9±1,62 ns 49,55±1,25 ns 77,00±1,35 ns 

250 mg 19,35±0,45** 141,7±1,94** 63,15±1,85*** 94,9±0,30*** 

500 mg 22,85±0,35*** 153,1±2,36*** 74,87±0,56*** 105,5±3,23*** 
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 Tableau 24. Effet de l'extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf sur l'excrétion urinaire et 

l'activité diurétique. 

 

 

 

L'EBAF a été testé pour leur activité diurétique. De la présente étude, nous pouvons conclure 

que l'EBAF a montré une action diurétique. Cependant, les phytoconstituants responsables de 

cette activité doivent faire l'objet d'une enquête. Basé sur l'excrétion de l'eau, Na+ et K+, Cl- il 

apparaît que le principe actif présent dans cet extrait ayant une activité de type Furosémide, les 

extraits de la plante pourraient avoir une action similaire à celle des diurétiques de l'anse 

puisqu'ils augmentent l'excrétion urinaire de potassium et de sodium comme le furosémide. On 

sait que les diurétiques de l'anse comme le Furosémide augmentent le débit urinaire et 

l'excrétion d'électrolytes comme le sodium, le potassium et le chlorure, ce qui mène à la 

suggestion que les extraits de plantes agissent comme un diurétique de l'anse (Hoda E et al 

2018). Certains flavonoïdes exercent leur activité diurétique en se liant au récepteur A1 de 

l'adénosine associé à l'action diurétique ( Yuliana ND et al 2009). En effet, les saponoside par 

irritation de la muqueuse rénale vont favoriser la sécrétion rénale, augmentant ainsi le volume 

urinaire (Jean Bruneton 2009).  

L'activité diurétique de la plante étudiée peut passer par n'importe lequel de ces mécanismes 

possibles puisqu'elle est riche en saponoside et flavonoïdes. Le site précis, la molécule et les 

mécanismes cellulaires de l'extrait restent à élucider. La présente étude appuie l'utilisation 

traditionnelle de la plante Atractylis flava Desf pour son activité diurétique. 

 

 

 

 

 

 

Groupes  EUV  

Contrôle  86 Pas d’activité diurétique. 

Furosémide   164,66 Importante activité. 

100 mg 113,33 Faible activité diurétique. 

250 mg 129 Faible activité diurétique. 

500 mg 152,33 Importante activité. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuliana%20ND%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19137497
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III. Évaluation de l’activité antipyrétique  

Les résultats présentés dans le tableau 25 montrent que la fièvre a été induite après 18 h de 

l'injection de levure de bière à 20 % chez les rats. L'administration orale de l'EBAF (500 et 250 

mg/kg) a inhibé de façon significative (P<0,01) l'hyperthermie induite par la levure. L'effet 

antipyrétique du EBAF (500 mg/kg) s'est manifesté dès la première heure et est demeuré 

significatif jusqu'à la cinquième heure du post-traitement, tandis qu'à la dose de 250 mg/kg, 

l'effet antipyrétique est apparu après la troisième heure du traitement et est demeuré significatif 

jusqu'à la cinquième heure. Le pourcentage d'inhibition de la pyrexie de tous les groupes testés 

est illustré dans la figure 39. 

 Tableau 25. Effet antipyrétique de l'extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf sur la fièvre 

induite par la levure de bière. 

Traitement         Dose(mg/kg)                                                   Température rectale 

 T0     18 h 19h 20h 21h 22h 23h 
Normal saline           10(ml/kg) 36.56±0.23 38.88±0.18 38.74±0.17 38.56±0.17 38.32±0.12  38.50±0.14 38.56±0.15 

                           100  36.16±0.12 38.88±0.18 38.74±0.17 38.56±0.17 38.32±0.12  38.50±0.14 38.56±0.15 

EBAF                          250 36.32±0.37 39.36±0.04 39.04±0.05 38.82±0.05 38.1±0.04** 38.24±0.10*** 38.38±0.12*** 

                                     500  36.08±0.21 38.82±0.11 38.24±0.09*** 38.10±0.07* 37.22±0.09*** 37.68±0.05*** 37.94±0.06*** 

Paracétamol                150 

 

35.96±0.23 38.58±0.15 37.36±0.14*** 37.3±0.15*** 37.15±0.09*** 36.70±0.22*** 36.44±0.22*** 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 
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Figure 39. Pourcentage de l'effet antipyrétique de L’EBAF dans le test de la fièvre induite par 

la levure de bière ; [A]paracétamol,150mg/kg[B]. 500mg/kg et[C] 250[D] 250[D]. 100 mg/kg. 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± S.E.M (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par 

rapport au témoin. 

La fièvre est un marqueur de nombreux troubles infectieux et inflammatoires. Sur un point de 

vue classique, la genèse de la fièvre est induite par des médiateurs inflammatoires (les 

cytokines, à savoir l'interleukine-1, l'interleukine-6, le facteur de nécrose tumorale et autres) 

qui sont principalement libérés par les phagocytes mononucléaires périphériques activés et 

d'autres cellules immunitaires (Zeisbergeret al.,1999 ; Roth et al.,2006). L'activité 

antipyrétique est généralement considérée comme une caractéristique des médicaments ou les 

composés qui ont un effet inhibiteur sur la biosynthèse ou la libération de prostaglandines 

(Panthong et al.,2007). 
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 Traitement                 Dose (mg/kg) 
 

Δ œdème (mm) et % d'inhibition 

 

 1h 2h 3h 4h 5h 
Eau physiologique    10(ml/kg)   5.43±0.11 4.92±0.21 4.64±0.15 4.09±0.17 3.80±0.13 

 

                                    100  

5.19±0.11 

(4.42%) 

 

4.46±0.21 

(9.50%) 

3.83±0.16** 

   (17.49%) 

2.78±0.11*** 

(31.83%) 

2.35±0.10*** 

(38.12%) 

 

EBAF                         250 

5.02±0.09 

(7.53%) 

 

4.28±0.19 

(13.07%) 

3.66±0.15*** 

(21.11%) 

2.57±0.10*** 

(36.96%) 

1.79±0.06*** 

(52.67%) 

 

                                    500  

4.76±0.10** 

(12.40%) 

3.89±0.17** 

(20.93%) 

3.18±0.08*** 

(31.37%) 

 

2.25±0.087*** 

(44.59%) 

1.61±0.05*** 

(57.54%) 

 

Diclofénac                    30 

 

4.85±0.07** 

(10.65%) 

 

3.87±0.16** 

(21.43%) 

2.71±0.08*** 

(41.59%) 

1.94±0.07*** 

(52.31%) 

1.24±0.03*** 

(67.28%) 

L'injection sous-cutanée de levure de bière évoque la pyrexie en augmentant la synthèse de 

prostaglandine et est considérée comme un test de dépistage in vivo précieux pour l'évaluation 

du potentiel antipyrétique (Raouf et al 20014 ; Wan et al 2013 ; Muhammad et al.,2012). 

L'inhibition de la synthèse des prostaglandines pourrait être le mécanisme possible de l'action 

antipyrétique comme celle du paracétamol et l'inhibition de la prostaglandine peut être obtenue 

en bloquant l'activité de l'enzyme cyclooxygénase (Srinivas et al 2011 ; Igbe et al., 2009 ; 

Moltz et al.,1993). L'effet antipyrétique du EBAF peut être dû à l'inhibition de l'enzyme 

cyclooxygénase et à la réduction du niveau de prostaglandine dans l'hypothalamus chez les rats. 

IV. Évaluation de l’activité Anti-inflammatoire  

Afin d’évaluer l’effet de l’EBAF sur l’inflammation aigue, le modèle de l’œdème de la patte 

induit par l’ovalbumine a été utilisé chez le rat. Après 5h les rats du groupe traité par 30 mg de 

diclofénac, on remarque une réduction très significative (p<0,001) de l’épaisseur de la patte par 

rapport à celle des rats du groupe contrôle avec une inhibition de l’inflammation de 67.28 % 

(tableau 26). Le traitement des rats par 100,250,500 mg/kg d’EBAF induit une diminution très 

significative (p<0,001) de l’inflammation par rapport aux groupes contrôle. Le pourcentage 

d’inhibition est de 38.12% ,52.67% ,57,54 %. Cette inhibition est très significative (p<0,001) 

qui se rapproche à celle obtenue avec le diclofénac.  

Tableau 26. Effet L’extrait n-butanolique d’Atractylis flava Desf sur l’inflammation aigue sur 

la patte du rat. 

  

 

  

 

 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 

L'œdème de la patte de rat induit par l'ovalbumine est l'un des tests primaires couramment 

utilisés pour évaluer l'effet anti-inflammatoire des produits naturels. La formation d'œdème 

résulte de l'action synergique de médiateurs inflammatoires tels que l'histamine, la sérotonine 
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et la bradykinine produites sous l'effet de la cycloxygénase-2 (COX-2) au site inflammatoire 

entraînant une perméabilité vasculaire et une circulation sanguine accrues (Begum et al.,2010 

; Kang et al., 2008). La formation d'œdème due à l'ovalbumine dans la patte du rat est un 

événement biphasique ; la phase précoce de l'œdème, qui commence immédiatement après 

l'administration de l'irritant et dure jusqu'à 2 h, est probablement due à la libération d'histamine 

et de sérotonine. Alors que la deuxième phase, qui survient de 3 à 5 h après l'administration de 

l'irritant, est induite par la bradykinine, la protéase, les prostaglandines et les lysosomes 

(Wallace et al.,2002).    

Les résultats de cette étude ont montré que le EBAF inhibait significativement la formation de 

l'œdème des pattes pendant la première phase et se maintenait significativement dans la seconde 

phase. On peut suggérer que cet effet anti-inflammatoire pourrait probablement être attribué à 

l'inhibition de la libération des médiateurs pro-inflammatoires de l'inflammation aiguë, en 

particulier les prostaglandines. 

L'étude phytochimique de la plante entière Atractylis flava a montré une abondance de 

flavonoïdes triterpènes, de stéroïdes et de saponines. De plus, la présence d'un tiliroside, 

narcissine, vicenine 3, ladaneine et schaftoside ont été détectés dans l'extrait de n-butanol 

(chaabani et al.,2016.2013).    

  Les flavonoïdes ont démontré qu'ils sont capables d'inhiber une série d'enzymes, qui sont 

activées au cours du processus inflammatoire (Kwon et al.,2005). De plus, des flavonoïdes 

comme la vicénine 2, le tiliroside et le Schaftoside ont été reconnus comme de puissants 

inhibiteurs des médiateurs pro-inflammatoires dans différentes études (Dos Santos et al 2010 

; Rao et al. Matsuda et al.,2002). L’action anti-inflammatoire et antipyrétique du EBAF peut 

être due à la présence des phytoconstituants ci-dessus. Par conséquent, l'effet peut être dû à 

l'effet synergique ou à un seul constituant. 
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V. Evaluation de l’activité antidiabétique 

      V.1. Test de tolérance au glucose   

L'effet de l’EBAF à 250,500 mg/kg p.c., sur la glycémie des rats normaux soumis à un test de 

tolérance orale au glucose, est montré sur la figure 40.      

 

 

Figure 40. Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par l'extrait n-butanolique 

D’Atractylis flava Desf, et soumis à un test de tolérance orale au glucose. 

 

Les résultats obtenus, de l'effet de ces deux doses 250 et 500 mg/kg p.c., administrés par voie 

orale, sur la glycémie des rats normaux soumis à un test de tolérance orale au glucose montrent 

que l’extrait EBAF à la dose 500mg/kg a diminué significativement l’hyperglycémie observée 

chez les rats témoins après 60,90 et 120 min (p<0.01). Ce résultat, nous a permis de constater 

que EBAF possède un effet anti hyperglycémiant. Cependant, tout extrait ou molécule capable 

de diminuer l’hyperglycémie, peuvent intervenir en inhibant l’absorption intestinale du glucose, 

en favorisant l’utilisation du glucose par le muscle et le tissu adipeux, ou en stimulant la 

sécrétion de l’insuline par le pancréas (Shrayyef et Gerich, 2010).    

V.2.  Effet aigüe de l’EBAF sur les rats diabétiques   

Les résultats de l’effet antidiabétique sur les rats diabétiques traités par une dose unique de 

d’EBAF à la dose de 100, 250 et 500mg/kg sont illustrés par le tableau 27. Nous avons constaté 

qu’il y’a eu une diminution significative importante de la glycémie au cours des 120 minutes 

pour tous les groupes traités par EBAF à différentes doses. En effet, à partir de 30 minutes, la 

différence du taux de la glycémie des groupes diabétiques traités est déjà significative (p< 

0.001) par rapport à la glycémie initiale des diabétiques témoins non traités. Cette chute de 
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glycémie continue dans le temps et d’une manière dose dépendante, pour la dose de 500 mg/kg, 

le pourcentage d’inhibition atteint 39,40 % à 120 min. Toutes les valeurs obtenues sont 

hautement significatives.  

Tableau 27. Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par l'extraits n-

butanolique d’Atractylis flava Desf. 

% d'inhibition 

Temps (min)   30  60  90  120  

Eau physiologique  1,72±0,29 2,57±0,38 -0,18±0,38 -2,69±0,44 

Glibenclamide 2,5 mg/kg 35,04±0,45*** 39,33±1,01*** 45,08±0,95*** 56,20±0,71*** 

EBAF 500 mg/kg 16,80±0,48*** 23,90±0,63*** 29,49±0,54*** 39,40±0,69*** 

EBAF 250 mg/kg 9,48±0,29*** 17,60±0,70*** 28,59±0,68*** 29,18±0,83*** 

EBAF 100 mg/kg 3,94±0,70* 8,82±0,96*** 16,08±0,88*** 18,81±1,69*** 
Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± SEM (n=5). P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 par rapport au témoin. 

L’activité antidiabétique d’EBAF été évaluée in vivo chez des rats Wistar normaux et rendus 

diabétiques par l’alloxane, la toxicité de l’alloxane a été étudiée par plusieurs auteurs, 

néanmoins le mécanisme de son effet pro oxydant sur le statut redox cellulaire reste fractionné. 

Ce produit diabétogène induit des dommages pancréatiques notamment au niveau des cellules 

β via les radicaux libres produits lors de sa métabolisation (Ammon et al., 1983 ; Lenzen et 

al., 1996). Ainsi toutes ces réactions mènent à la mort cellulaire, et à des altérations 

métaboliques liées en premier lieu à un déficit de l’insuline (destruction sélective des cellules 

β-pancréatiques sécrétrices).  

Une activité antidiabétique significative a été obtenue, les différents doses d’EBAF ont 

provoqué une baisse de la glycémie de base au bout des deux heures comparativement au 

glibenclamide. Le screening chimique a montré que Atractylis Flava Desf contient des 

flavonoïdes, des saponosides et des terpènes et stérols.  L’effet de cet extrait sur la réduction de 

la glycémie des rats soumis à une hyperglycémie permanente pourrait être lié à la présence de 

ces composés. Les flavonoïdes agissent en effet en améliorant la sensibilité des cellules de 

l’organisme à l’insuline, ce qui permet de réduire l’incidence du diabète de type 2 (Chen et al., 

2015). Les saponosides sont aussi connus par leur activité antidiabétique, et ceux de nature 

triterpènoïdes sont considérés comme de potentielle molécules très prometteuses pour le 

développement de nouveaux médicaments antidiabétiques (Li et al., 2004). De plus, la 

tilliroside et la vicenine des flavonoïdes isolés de l’extrait butanolique d’Atractylis flava Desf, 

a montré un effet antidiabétique, en inhibant la digestion et l'absorption intestinale des hydrates 
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de carbone (activité sur SGLT1 et GLUT2) (islam et al., 2014 ; Goto et al., 2012 ; Zhu et 

al.,2010) 

L’EBAF est doué d’une activité anti hyperglycémiante remarquable.  Il améliore la tolérance 

orale au glucose et corrige la glycémie chez les rats diabétiques. De plus, les résultats de 

l’activité antidiabétique in vitro montrent une activité inhibitrice de α –amylase et α -

glucosidase Ces constatations expriment des effets positifs, à jeun et post-prandial, qui 

pourraient être expliquées par des mécanismes à différents niveaux.   

D’une part, par la stimulation de la sécrétion de l’insuline. Cette hypothèse est argumentée par 

l’effet positif observé après une surcharge de glucose. Ce test simple reflète la physiologie de 

la sécrétion d’insuline dont il est connu que la présence des aliments dans la lumière intestinale 

stimule les entérocytes à libérer le Glucagon like peptide1 (GLP-1) et le Glucose-dépendent 

insulinotropic peptide (GIP). Ces hormones intestinales provoquent la sécrétion de l’insuline 

glucose-dépendante et inhibent la sécrétion du glucagon (Baggio et Drucker, 2004 ; Brubaker 

et Drucker, 2004). 

D’autre part, par l’amélioration l’hyperglycémie à jeun résultante des effets toxiques de 

alloxane. Cela pourrait être le résultat d’une potentialisation des effets d’insuline ou d’un 

insulino-mimétisme qui permet de normaliser un niveau trop élevé de glucose en présence 

d’insuline. Elle inhibe la néoglucogenèse et la glycogénolyse (Bloomgarden, 2004 ; Malher 

et Alder, 1998). 

Les sulfamides hypoglycémiants comme le glibenclamide se lient à un récepteur spécifique, sur 

la membrane des Cellules β pancréatiques au voisinage du canal potassique ATP dépendant et 

provoquent la fermeture de ce dernier.  Ceci va entrainer une dépolarisation membranaire des 

cellules β avec ouverture des canaux calciques voltage dépendant et un influx de Ca2+ 

déclenchant ainsi par exocytose l’extrusion des granules de sécrétion d’insuline (Grimaldi et 

al.2009).  

L’EBAF a montré une activité anti hyperglycémiante significative, en améliorant la tolérance 

orale au glucose chez les rats normaux et diabétiques et par inhibition de l’α –amylase et α -

glucosidase, cette activité peut être expliquée par trois mécanismes d’action possibles ; une 

inhibition de l’absorption intestinale du glucose, une stimulation de la sécrétion de l’insuline, 

ou une amélioration du transport périphérique du glucose. 
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Les molécules soupçonnées responsable cet effet anti hyperglycémiant observé sont la 

tilliroside et la vicenine. Cet effet hypoglycémiant peut être due   à une seule molécule ou bien 

à plusieurs molécules qui agissent le plus probable en synergie.  
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Les phytocomposés végétal restent la source fiable et capitale pour la mise au point de nouveaux 

remèdes thérapeutiques. Grace à la médecine traditionnelle et l’ethnobotanique, la recherche 

des molécules bioactives dans les extraits de plantes va mener à leur utilisation. Les plantes 

médicinales font l’objet de recherche scientifique soutenue en vue de les valoriser comme 

source de substances naturelles bioactives. 

Au cours du présent travail une espèce végétale Algérienne a été investiguée biologiquement. 

Il s’agit d’Atractylis flava Desf (Asteraceae).  

Le présent travail s’est proposé de cribler et quantifier la constitution phytochimique et 

d’évaluer les activités biologiques des extraits d’Atractylis flava Desf, dans le but de valoriser 

et de rationaliser leurs usages thérapeutiques traditionnels. 

Dans un premier temps, le criblage phytochimique a mis en évidence la présence des 

flavonoïdes, des stérols et des triterpènes, des saponoside et des composés réducteurs. 

Cependant, l’absence des alcaloïdes.  

Sur le plan quantitatif, la quantification des flavonoïdes et des polyphénols totaux a révélé une 

variation du contenu en ces métabolites en fonction de la polarité du solvant. La fraction n-

butanol et acétate d’éthyle sont les plus riches en composés phénoliques et flavonoïdes.  

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été évaluée en utilisant les méthodes suivantes : β-

carotène, DPPH, ABTS, CUPRAC, le pouvoir réducteur et la chélation de fer. L'évaluation des 

propriétés antioxydantes révèle que tous nos extraits manifestent une forte capacité 

antioxydante et plus particulièrement l’extrait acétate d’éthyle. Ceci pourrait être justifié par la 

présence d’un contenu relativement important en composés phénoliques, comme il a été révélé 

auparavant par les analyses phytochimiques. 

Les extraits ont montré une activité antiinflammatoire significative, inhibant la dénaturation du 

BSA. En effet, l’EBAF s’est révélé également doué d’une activité antidiabétique par inhibition 

de l’α -glucosidase et l’α –amylase.   

D’autre part, le test de larves de crevettes Artémia salina à différentes doses montre une 

mortalité élevée dans tous les lots traités par les extraits étudiée. 

Pour l’activité anticancereuse, l’étude d’Atractylis flava révèle également une toxicité sur les 

cellules THP-1. Effectivement, nous observons une dégradation de l’activité mitochondriale. 
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Afin d’affiner le mécanisme cytotoxique de l’EBAF, une analyse par RNAseq pour identifier 

les gènes impliqués dans cette voie exprimée chez THP-1 a été réalisée. Nous observons une 

tendance à la sous-expression de tous les gènes d’intérêts, et ceci de manière significative. 

Notons que la sous-expression est plus importante pour les gènes BCL-2, SDHA, (jusqu’à 8 

fois moins) ainsi que CASP 8, OPA1 et NCF1 (jusqu’à 4 fois moins). Ceci n’est autre que la 

conséquence d’altérations conformationnelles des mitochondries accompagnées d’un 

dysfonctionnement du cycle de Krebs. 

Nous soulignons également la probabilité pour Atractylis flava de réduire les processus 

inflammatoires, révélée par une sous-expression du gène TNF-α. Cependant, il faudrait explorer 

davantage cette voie en étudiant les interleukines et interférons.  

Sur le volet toxicité, l’essai de toxicité aigüe pratiqués par voie orale à la dose 2000 mg/kg a 

montré que l’EBAF de la plante entière   de A. flava ne présente pas de toxicité chez les rats 

pour la dose prescrite. De ce fait, d’autres études sont nécessaires pour mieux investir la toxicité 

subaiguë et chronique de A. flava.   

L'EBAF a été testé pour leur activité diurétique une réponse diurétique et la puissance 

d'excrétion électrolytique (Na+ et K+, Cl-) de l'EBAF ont été  signalé par rapport aux rats 

témoins normaux. De la présente étude, nous pouvons conclure que l'EBAF a montré une action 

diurétique.  

De même, l’administration orale de l’EBAF. Prévient de façon significative l’augmentation du 

volume de la patte de rat induit par l’ovalbumine. De plus, l’EBAF montre un effet 

antipyrétique sur l’hyperthermie induite par l’injection d’une solution de la levure de bière (20 

%) chez le rat. 

Concernant l’activité antidiabetique, l’EBAF a montré une activité hypoglycémiante   

significative, en améliorant la tolérance orale au glucose chez les rats normaux et diabétique et 

il corrige la glycémie chez les rats diabétiques, cette propriété peut être expliquée par trois 

mécanismes d’action possibles ; une inhibition de l’absorption intestinale du glucose, une 

stimulation de la sécrétion de l’insuline, ou une amélioration du transport périphérique du 

glucose. 
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Globalement, Les résultats significatifs obtenus au cours de cette étude ont montré que 

Atractylis Flava Desf Possèdent des propriétés Antioxydante, Anticancereuse, Antidiabetique, 

Diuertique, antiinflammatoire, Antipyrétique.  

Les travaux présentés dans cette étude représentent notre humble investigation à l’étude 

Pharmacologique de cette plante médicinale. Ces résultats constituent une base scientifique qui 

justifie l’utilisation traditionnelle d’Atractylis flava Desf et qui constituent une base scientifique 

qui justifie l’utilisation dans la prise en charge de diverses pathologies en Algérie. 

Pour faire suite à cette étude, il faut savoir que ces activités pharmacologiques sont dues à des 

principes actifs contenus dans nos extraits. 

C’est pour cela qu’il faudrait approfondir des recherches pour la mise en évidence de ces 

constituants par un fractionnement bio-guidé. Cela permettra d’isoler et de déterminer les 

principes actifs responsables de ses propriétés et déterminer leur mécanisme d’action. 

Une étude in vivo des molécules bioactives isolées serait souhaitable pour rechercher leurs 

mécanismes d’action au niveau tissulaire et moléculaire.   

Pour conclure, la plante Atractylis flava Desf, qui pousse en Algérie et ne présente pas de 

toxicité et dotées de propriétés pharmacologiques qui mériteraient d’être approfondies. 
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Annexe 1 : Protocole pour le passage des cellules THP-1 

 

Préparation des THP-1 : 

- Secouer les flacons contenant les cellules THP-1 pour pouvoir décoller les cellules des 

parois (cellules semi-adhérentes). 

- Transférer le contenu dans des tubes stériles de 15 ml 

- Centrifuger à 130g pendant 5 minutes à 25°C puis retirer le surnageant  

- Ajouter dans chaque tube 5 ml de milieu frais puis mélanger avec une pipette 

Comptage des cellules : 

- Dans une microplaque, déposer 20 µl de bleu trypan + 20 µl de suspension (1 puits = 1 

réplica). Mélanger à l’aide de la pipette de 100 µl. 

- Prélever 20 µl de chaque puits et placer dans une cellule de comptage (lame KOVA) 

-  Compter les cellules vivantes au microscope optique → 3 grand carré par réplica  

 

 

 

Nombre de cellules par ml =
∑ cellules comptées dans N grand carré

N
 . facteur de dilution . 104 

Tableau 01 : Comptage des cellules THP-1. 

Réplica  

N°  

Nombre de cellules 

par carré 

Nombre de cellules 

dans 5ml  

Volume pour 1,5M 

de cellules 

1 X Y = (X/3).5ml.2.104 (1,5M x 5ml) / Y 

2 …  … … 

3 …  … … 

4 …  … … 

- Placer les volumes correspondant à 1,5 M de cellules dans les flacons 

- Ajouter 15 ml de milieu et incuber à 37°C.   

 

 



 

Annexe 2 : Protocole de la préparation des concentrations d’extrait de plante 

Nous avons 24 puits par concentration + 2 puits d’interaction (car nous avons 2 microplaques) : 

- (24 + 2 puits) x 100 µl = 2600 µl = 2,6 ml → pour chaque concentration nous avons 

besoin de 3 ml de solution.  

- 3 ml x 6 concentrations = 18 ml de solution, que nous arrondissons à 20 ml. 

Notre plus grande concentration sera de 800 µg/ml (tube initial de la cascade de dilution = T1). 

Nous avons donc besoin du double, soit 1,6 mg/ml, soit 9,6 mg/6ml. 

- Dans un tube de 15 ml nous pesons 0,22g d’extrait, diluons dans 2 ml de milieu DMEM, 

puis nous homogénéisons la solution obtenue. 

- La concentration est de 0,11 g/ml = 110 mg/ml 

110 mg → 1 ml 

9,6 mg → X ml 

X = (9,6 mg x 1) / 110 mg = 87 µl. Il nous faut prélever 87 µl pour notre plus grande 

concentration qui correspondra au tube T1. 

- Réaliser une dilution en cascade selon le tableau suivant (Tableau 02) 

 

Tableau 02 : Préparation des dilutions en cascade pour l’ensemencement de 2 microplaques par un 

extrait de plante. 

Tube  T1 T2 T3 T4 T5 T6 Témoin T0 

Milieu 6 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 

Solution 87 µl - - - - - - 

- - 3 ml T1 3 ml T2 3 ml T3 3 ml T4 3 ml T5 3 ml milieu 

[C] en 

µg/ml 

800 400 200 100 50 25 0 

  



 

Annexe 3 : Protocole du test Alamar blue  

Préparation du réactif : 

- Déposer 1 ml de réactif dans 2 tubes Eppendorf  

- Centrifuger 1 minute pour éviter la formation de cristaux 

Ensemencement des microplaques : 

- Déposer 10 µl de réactif dans chaque puits 

- Emballer les microplaques dans du papier aluminium (réactif sensible à la lumière) 

- Agiter à l’aide d’un agitateur de plaque 1 minute à 150 rpm 

- Incuber 3 heures à 37°C. 

Lecture : 

- Retirer le couvercle de la microplaque et l’introduire dans le spectrofluorimètre 

- Utiliser le logiciel SpectraManager : 

o Cliquer sur « Fixed Wavelength Measurement » 

o Cliquer sur « Measure » 

o Cliquer sur « Paramètres → open → Alamar Blue » 

o Choisir « Sensitivity : medium », vérifier l’absorbance à 570 nm et 585 nm 

o Cliquer sur l’icône [] et décocher « Measure blank », indiquer « 96 samples », 

puis début à partir de « A1 » 

o Cliquer sur « Start »  

o Copier les valeurs obtenues sur un fichier Excel pour traitement des données 

 

  



 

Annexe 4 : Protocole du test WST-1 

Traitement : 

- Déposer 5 µl de réactif WST-1 « Roche – Cell proliferation reagent » dans chaque puits 

- Incuber 2 heures à 37°C à l’abri de la lumière (emballage aluminium) 

Lecture : 

- Allumer le lecteur à microplaques de mesure d’absorbance 

- Utiliser le logiciel MPM.6 : 

o Cliquer sur « New experiment » 

o Cliquer sur « File → open protocole → WST-1 » 

o Insérer la plaque dans l’appareil en cliquant sur « Open/Close » 

o Cliquer sur « Start read » 

- Lire l’absorbance à 415 nm 

- Copier les valeurs obtenues sur un fichier Excel pour traitement des données 

  



 

Annexe 5 : Protocole du test au bleu trypan 

Jour 1 : Ensemencement des plaques par les THP-1 : 

- Préparer pour chaque réplica une suspension de 25 ml à 5.104 cellules par ml 

- Sur une plaque de 6 puits : 

o Dans 3 puits, déposer 4 ml de suspension correspondant au réplica X 

o Dans 3 autres puits, déposer 4 ml de suspension correspondant au réplica Y 

o Faire de même avec une seconde plaque (N = 4) 

- Incuber 24 heures à 37°C 

 

Jour 2 : Exposition à l’extrait : 

- Préparer 2 solutions de concentrations différentes en extrait : 

o 100 µg/ml  → peser 2 mg d’extrait et diluer dans 20 ml de milieu 

o 600 µg/ml → peser 12 mg d’extrait et diluer dans 20 ml de milieu 

- Par réplica, déposer : 

o 4 ml de solution à 100 µg/ml dans un puits 

o 4 ml de solution à 600 µg/ml dans un autre puits 

o 4 ml de milieu dans le puits témoin 

- Incuber 24 heures à 37°C 

 

Jour 3 : Lecture :  

- Dans une microplaque, déposer 20 µl de chaque puits + 20 µl de bleu trypan 

- Déposer 20 µl du mélange sur une lame de comptage et compter 3 carrés au microscope 

- Répéter l’opération une seconde fois, puis réaliser une moyenne du nombre de cellules 

- Sur Excel, tracer un graphique représentant la mesure de la viabilité cellulaire en 

fonction de la concentration en extrait 

  



 

Annexe 6 : Protocole d’extraction d’ARN  

 

Jour 1 : Ensemencement des boites de pétri 

- Préparer pour chaque réplica une suspension de 35 ml à 5.104 cellules par ml 

- Ensemencer 10 ml de suspension par boite, et 3 boites de pétri par réplica (N = 4) : 

- Incuber 24 heures à 37°C 

 

Jour 2 : Exposition à l’extrait 

- Préparer une solution mère : 

o Peser 50 mg d’extrait et diluer dans 2 ml de milieu  

- Préparer 2 solutions de concentrations différentes en extrait : 

o 25 µg/ml → prélever 45 µl de solution mère et diluer dans 45 ml de milieu 

o 100 µg/ml → prélever 180 µl de solution mère et diluer dans 45 ml de milieu 

- Déposer 10 ml de chaque solution dans les boites de pétri correspondantes : 

o 4 boites avec du milieu = contrôle 

o 4 boites exposées à 25 µg/ml 

o 4 boites exposées à 100 µg/ml  

- Incuber 4 heures à 37°C 

- Transférer les 20 ml de chaque boite dans des tubes de 50 ml 

- Centrifuger 5 minutes à 130 g, 25°C 

- Retirer le surnageant en faisant attention à ne pas aspirer le culot cellulaire 

- Ajouter 1 ml de TRIzol dans chaque tube et mélanger « up and down » avec la pipette 

- Transférer le contenu dans des tubes Eppendorf 

- Placer les tubes au congélateur à -80°C 

 

Jour 3 : Extraction de l’ARN 

- Laissez décongeler les tubes Eppendorf à température ambiante (environ 25°C) 

- Vortexer chaque tube 

- Rajouter 200 µl de chloroforme et vortexer 15 secondes 

- Incuber 10 minutes dans de la glace 

- Centrifuger les tubes à 12 000 g pendant 20 minutes 



 

- Jeter le surnageant 

- Ajouter 1 ml d’éthanol 80% (préparé avec de l’eau DEPC) et tapoter pour mélanger 

- Centrifuger à 9 000 g pendant 5 minutes 

- Retirer l’éthanol 

- Effectuer un deuxième lavage à l’éthanol 

- Laisser les tubes ouverts 15 minutes sous la hotte aspirante afin d’évaporer l’éthanol 

- Placer les tubes dans un bloc chauffant à 60°C jusque séchage 

- Ajouter dans chaque tube 25 µl d’eau DEPC  

- Vérifier la qualité et la quantité d’ARN des échantillons avec le spectrophotomètre 

BioSpec-nano® 

- Placer les échantillons au congélateur à -80°C  



 

Annexe 7 : Protocole du Bio-Analyzer® 

Etape 1 : préparation des échantillons et du bio-analyzer 

- Prélever 2 µl de chaque échantillon d’ARN et les placer dans des tube Eppendorf 0,2ml. 

- Placer les tubes dans de la glace. 

- Préparer le tube « Mix » avec 65 µl de gel et 1 µl de solution dye. 

- Centrifuger à 25°C pendant 10 minutes à 13 000 rpm. 

- Laver le bio-analyseur avec des microplaques avec 2 solutions : 

o RNase free. 

o RNase away. 

- Ajouter 350 µl de chacune des solutions dans un des puits, au centre de la microplaque ; 

la solution se diffuse de manière homogène. 

- Laisser 30 secondes pour chaque lavage. 

Etape 2 : dénaturation de l’ARN 

- Ouvrir le logiciel « bioradcfx » → file → open → protocol → bio-analyseur → open → 

fixer les échantillons dans l’appareil → ok → start run. 

Etape 3 : préparation de la RNA Nano Chip (Figure 01) 

- Placer 9 µl du Mix dans le puits (G). 

- A l’aide de la seringue fournie dans le kit (Figure 02), effectuer une pression et attendre 

30 secondes avant de relâcher le piston ; la solution diffuse ainsi par capillarité sur toute 

la plaque de manière homogène. 

- Ajouter 9 µl de gel + 9 µl de solution dye dans les deux puits G restant. 

- Ajouter 5 µl de marqueur dans tous les puits sauf les trois G. 

- Ajouter 1 µl de chaque échantillon d’ARN dans tous les puits sauf la dernière colonne 

de droite. 

- Ajouter 1 µl de solution ladder dans le puits (#). 

- Placer la microplaque RNA Nano chip dans l’homogénéisateur pendant 2 minutes à 

2400 rpm. 

Etape 4 : analyse de la RNA Nano chip 

- Placer la microplaque dans le bio-analyseur et lancer le logiciel 2100 expert → cliquer 

sur la plaque verte → nommer les échantillons → cliquer sur start. 



 

 

 

Figure 01 : RNA Nano Chip utilisée lors des manipulations 

 

 

Figure 1: Seringue du kit Bio-Analyzer system 

 

 

 

 

 



 

Annexe 8 : Résultats du BioSpec-nano® et du Bio-Analyzer® 

 

Le tableau ci-dessous regroupe les concentrations en ARN des différents échantillons, les ratios 

260/280 et 260/230 obtenus grâce au BioSpec-nano®, ainsi que les RIN obtenus avec le Bio-

Analyzer® (Tableau 03). 

 

Tableau 03 : Quantité, qualité et intégrité des échantillons testés 

Echantillons  [ARN] ng/µL 260/280 260/230 RIN 

Contrôle (1) 259,64 2,01 1,90 9,60 

Contrôle (2) 685,10 2,13 1,82 10 

Contrôle (3) 813,81 2,15 1,96 9,90 

Extrait n-butanolique 25µg/ml (1) 290,95 2,03 1,77 9,60 

Extrait n-butanolique 25µg/ml (2) 631,24 2,11 2,19 10 

Extrait n-butanolique 25µg/ml (3) 380,74 2,05 1,95 9,90 

Extrait n-butanolique 100µg/ml (1) 238,08 2,03 1,60 9,80 

Extrait n-butanolique 100µg/ml (2) 603,13 2,08 2,27 9,80 

Extrait n-butanolique 100µg/ml (3) 402,46 2,06 2,01 9,50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe 9 : Protocole de la RT-PCR  

Matériels et réactifs : 

- Appareil Agilent Stratagène Mx 3000P. 

- ARN (congelé à -80°C). 

- iScript reverse transcription supermix for RT-qPCR kit BioRad n°Cat.170-8841. 

Etape 1 : dilution des échantillons d’ARN 

- Le but est d’avoir une concentration en ARN de 20 ng/µl ; réaliser des dilutions à l’aide 

de la solution nuclease free water. 

Etape 2 : préparation du Mix de RT 

- Préparer pour chaque échantillon un Mix (Tableau 04) 

 

Tableau 04 : Préparation du Mix par échantillon 

Composé V (µl) pour un 

échantillon 

IScript RT supermix (tube gris) 4 µl 

Nuclease free water 11 µl 

Volume total 15 µl 

 

 

Etape 3 : réaction dans des tubes à PCR de 0,2 ml (stériles) 

- Placer 5 µl d’ARN 

- Ajouter 15 µl de Mix de RT et mélanger à l’aide de la pipette « up and down » 

 



 

Annexe 10 : Protocole de la PCR  

Matériels et réactifs utilisés : 

- SYBR Green QPCR master mix 

- ADNc 

- RNase free water. 

- Biorad PCR 

Etape 1 : préparation des primers : 

- Préparer des dilutions au 1/10ème des primers 100 µM à l’aide de la RNase free water 

- Conserver les ADNc au congélateur à -20°C 

Etape 2 : préparation du Mix de PCR : 

- Préparer un design de la plaque avec les gènes d’intérêts 

- Placer les solutions SYBR Green QPCR master mix dans de la glace 

- Préparer pour chaque puits une solution comme indiqué ci-dessous (Tableau 05) 

Tableau 05 : Volumes de solutions correspondants à un puits d'une plaque de PCR 

Solutions V pour un puits (µl) 

SYBR Green QPCR master mix 10 

Primer L 0,6 

Primer R 0,6 

RNase free water 4,8 

ADNc dilué au 1/10ème 4 

Volume total  20 

 

Étape 3 : lecture de la plaque 

- Placer la plaque dans l’appareil Biorad 

- Ouvrir le logiciel correspondant → nommer les puits → enregistrer → cliquer sur start 

run 

 

 

 



 

Annexe 11 : Protocole du test d’apoptose caspase 3  

Jour 1 : Ensemencement des boites de pétri 

- Préparer pour chaque réplica une suspension de 52 ml à 5.104 cellules par ml 

- Ensemencer 10 ml de suspension par boite, et 5 boites de pétri par réplica (N = 4) : 

- Incuber une nuit à 37°C 

 

Jour 2 : Exposition à l’extrait 

- Préparer une solution mère : 

o Peser 50 mg d’extrait et diluer dans 2 ml de milieu  

- Préparer pour chaque extrait 2 solutions de concentrations différentes : 

o 25 µg/ml → prélever 45 µl de solution mère et diluer dans 45 ml de milieu 

o 100 µg/ml → prélever 180 µl de solution mère et diluer dans 45 ml de milieu 

- Déposer 10 ml de chaque solution dans les boites de pétri correspondantes : 

o 4 boites avec du milieu = contrôle 

o 4 boites exposées à 25 µg/ml de l’extrait méthanolique 

o 4 boites exposées à 100 µg/ml de l’extrait méthanolique 

o 4 boites exposées à 25 µg/ml de l’extrait butanolique 

o 4 boites exposées à 100 µg/ml de l’extrait butanolique 

- Incuber 24 heures à 37°C 

Jour 3 : Réalisation du test 

- Utilisation du kit EnzChek® Caspase-3 Assay de Invitrogen™ qui contient : 

o Z-DEVD-AMC substrate (MW = 767.7, composant A), 4 mg 

o Dimethylsulfoxide (DMSO) (composant B), 1,3 ml 

o 20X Cell Lysis Buffer (composant C), 1,5 ml 

o 5X Reaction Buffer (composant D), 20 ml 

o Dithiothreitol (DTT) (composant E), 100 mg 

o Ac-DEVD-CHO inhibitor (composant F), 0,2 mg 

o 7-amino-4-methylcoumarin (AMC) reference standard (composant G), 0,5 mg 

- Préparation des solutions stock : 



 

o Solution à 10 mM de Z-DEVD-AMC : Ajouter 520 µl de DMSO directement 

dans la fiole de Z-DEVD-AMC substrate ; après utilisation cette solution se 

conserve à -20°C, à l’abris de la lumière. 

o Solution à 1 M DTT : Ajouter 650 µl de dH2O directement dans la fiole de DTT 

solide ; après utilisation cette solution se conserve à -20°C. 

 

- Protocole du test : 

o Récupérer le contenu des boites de pétri dans des tubes de 50 ml 

o Centrifuger 5 minutes à 130 g  

o Retirer le surnageant 

o Ajouter 1 ml de PBS (Phosphate-Buffered Saline) dans chaque tube puis 

mélanger « up and down » avec la pipette 

o Transférer dans des tubes Eppendorf 1 ml 

o Centrifuger 5 minutes à 5 000 rpm 

o Retirer le surnageant 

o Effectuer un second lavage au PBS 

o Préparer une solution 1X Cell Lysis Buffer : ajouter 50 µl de la solution 20X 

Cell Lysis Buffer (composant C) à 950 µl de dH2O.  

o Resuspendre le culot cellulaire de chaque échantillon par 50 µl de la solution 1X 

Cell Lysis Buffer, puis incuber dans de la glace pendant 30 minutes 

o Pendant ce temps, préparer une solution 2X Reaction Buffer : ajouter 400 µl de 

la solution 5X Reaction Buffer (composant D) et 10 µl de la solution 1 M DTT 

à 590 µl de dH2O.  

o Centrifuger les cellules lysées 5 minutes à 5 000 rpm 

o Transférer 50 µl du surnageant des échantillons dans les puits d’une microplaque 

o Préparer une solution 2X substrate working : mélanger 20 µl de la solution 10 

mm Z-DEVD-AMC substrate avec 980 µl de la solution 2X Reaction Buffer 

o Ajouter 50 µl de la solution 2X substrate working dans les puits 

o Couvrir la microplaque et incuber 30 minutes à température ambiante 

o Mesurer la fluorescence à l’aide d’un spectrofluorimètre à 342/441 nm 

 

 

 

 



 

 

Résume 

Dans le but de valoriser les plantes s à caractère médicinal et au regard de leur impact sur la 

santé par leur profusion en substances à vertus thérapeutiques, nous nous sommes intéressés à l’étude 

pharmacologique d’Atractylis flava Desf une plante réputée en médecine traditionnelle pour ces effets 

diuertique.  

Une extraction liquide- liquide avec des solvants de polarités croissantes a été réalisée sur la 

poudre de la plante entière Atractylis flava Desf. L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur la poudre 

de la plante a montré la présence des polyphénols, flavonoïdes, des stérols, des triterpènes et des 

composés réducteurs et l’absence des alcaloïdes. En parallèle, La quantification des phénols totaux et 

des flavonoïdes dans les extraits bruts a montré que les fraction n-butanol et acétate d’éthyle sont les 

plus riches en ces composés avec 122.74±0.78 µg GAE/mg, 118.76±0.27 µg GAE/mg de phénols totaux 

et 66.75±6.12 µg EQ/mg, 63.32±3.60 µg EQ/mg de flavonoïdes respectivement. 

Les méthodes de l’activité antioxydante montrent que tous les extraits présentent des propriétés 

antioxydantes à différents niveaux. En particulier la fraction acétate d’éthyle de A. flava possède un 

meilleur pouvoir réducteur (IC50 = 7,49±0,54 µg/ ml), un fort piégeur des radicaux DPPH (IC50 = 

158,41±3,24 µg/ml) et ABTS (IC50 = 15,57±2,93 µg/ml), avec un puissant pouvoir inhibiteur du 

blanchiment du β-carotène (EC50 = 16,52±1,87 µg/ml). Cette fraction a une capacité Chélatrice (EC50 

= 78,11±4,18 µg/ml) et réductrice de cuivre (A0.50 = 28,58±0,65 µg/ml). Les autres extraits montrent des 

pouvoirs antioxydants moins importants mais intéressants. 

L’évaluation du potentiel anti-inflammatoire in vitro montre que les extraits d’Atractylis flava 

ont pu inhiber la dénaturation de BSA d’une façon significative (P≤0.05) et dose-dépendante. Ainsi, ces 

extraits ont montré une cytotoxicité contre les larves de l’artémia. En effet, l’EBAF s’est révélé 

également doué d’une activité antidiabétique par inhibition de l’α -glucosidase et l’α –amylase.    

Les résultats du test de cytotoxicité au bleu trypan, WST-1, Alamar bleu de l’EBAF vis-à-vis 

les THP-1 ont montré que l’EBAF présente un effet cytotoxique vis-à-vis les cellules testées après une 

incubation de 24 h.  L’analyse des ARN messagers réalisée sur la culture cellulaire traitée avec l’EBAF 

a permis d’identifier les gènes responsable la mort cellulaire ; OPA1, NCF1, PDCD4, TNF-α, CASP 3, 

CASP 8, SDHA, et BCL-2.  

Les essais de la toxicité aigüe, ont montré que l’EBAF, administrés par voie orale ne présentent 

pas de toxicité chez les rats Wistar même à une dose de 2000mg/kg. 

Les différents tests pharmacologiques réalisés in vivo de l’EBAF montrent qu’il possède des 

propriétés importantes : diuertique, antipyrétiques, anti-inflammatoires ; utilisant le modèle de l’œdème 

induit par l’ovalbumine, et aussi il provoque une amélioration de la glycémie chez des rats y ont un 

diabète induit par l’alloxane.   

Du fait du potentiel thérapeutique de cette plante médicinale, des études complémentaires seront 

nécessaires pour rendre ce travail utilisable dans le cadre de la mise au point d’un phytomédicament. 

Mots clés : Atractylis Flava Desf, Toxicité aigüe, Activité pharmacologiques, EBAF, in vivo, in vitro. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

In order to enhance the value of medicinal plants and their impact on health through their 

profusion of substances with therapeutic virtues, we are interested in the pharmacological study of 

Atractylis flava Desf a plant renowned in traditional medicine for these diuertic effects. 

Liquid-liquid extraction with solvents of increasing polarities was carried out on the powder of 
the whole plant Atractylis flava Desf. Then, qualitative phytochemical examination carried out on the 

plant powder showed the presence of polyphenols, flavonoids, sterols, triterpenes and reducing 

compounds and the absence of alkaloids. The quantification of total phenols and flavonoids in crude 
extracts showed that the n-butanol and ethyl acetate fraction are the richest in these compounds with 

122.74±0.78 µg GAE/mg, 118.76±0.27 µg GAE/mg total phenols and 66.75±6.12 µg EQ/mg, 

63.32±3.60 µg EQ/mg flavonoids respectively. 

The antioxidant activity methods show that all extracts exhibit antioxidant properties at different 

levels. In particular, the ethyl acetate fraction of A. Flava has a better reducing power (IC50 = 7.49±0.54 
µg/ml), a strong trapper of DPPH radicals (IC50 = 158.41±3.24 µg/ml) and ABTS (IC50 = 15.57±2.93 

µg/ml), with a powerful bleaching inhibitory power of β-carotene (EC50 = 16.52±1.87 µg/ml). This 

fraction has a chelating effect (EC50 = 78.11±4.18 µg/ml) and copper reducing capacity (A0.50 = 

28.58±0.65 µg/ml). The other extracts show less important but interesting antioxidant powers. 

The evaluation of anti-inflammatory potential in vitro shows that Atractylis flava extracts 

significantly inhibited the BSA denaturation (P≤0.05) in dose-dependent manner. Thus, these extracts 

showed cytotoxicity effect against artemia larvae. EBAF has also been shown to have anti-diabetic 

activity by inhibition of α -glucosidase and α -amylase.    

The Results of Blue Trypan Cytotoxicity Test, WST-1, Alamar Blue of the EBAF against THP-
1 showed that EBAF exhibits a cytotoxic effect to the cells tested after 24 h incubation.  The RNA 

analysis performed on the EBAF treated cell identified the differentially expressed genes. 

Acute toxicity tests showed that EBAF, when administered orally, was not toxic in Wistar rats 

even at a dose of 2000 mg/kg. 

The various pharmacological tests carried out in vivo by the EBAF show that it has important 
properties: diuretic, antipyretic, anti-inflammatory; using the ovalbumin-induced edema model, and also 

it causes an improvement in blood sugar levels in rats with alloxan-induced diabetes. 

Due to the therapeutic potential of this medicinal plant, additional studies will be necessary to 

make this work usable in the context of the development of a phytomedicine. 

Keywords: Atractylis Flava Desf, Acute toxicity, Pharmacological activity, BEAF, in vivo, in vitro. 

 

 

 

 

 

 



 ملخص

 

نظرا لمدى أهميتها في المجال الطبي وهذا لاحتوائها على مركبات ذات خصائص وتثمين النباتات ذات الخصائص الطبية ل

، وهي نبتة مشهورة في الطب Atractylis flava Desfبهذه الدراسة الى تقيم الخصائص الدوائية لنبتة  فعلاجية. نهد

 التقليدي كمدر للبول.

كاملة. بإستعمال مذيبات ذات قطبية متزايدة على مسحوق النبتة سائل -تمت عملية الاستخلاص إعتمادا على طريقة سائل

الفلافونويدات، الستيرول، التيربينات  البوليفينولات،الفحص الكيميائي الذي اجري على مسحوق النبتة وجود  رأظه

 Acétate d’éthyleة ممع ذلك اظهر الفحص الكمي أن المستخلصات الخا ةموازا القلويدات.المرجعة وغياب  والسكريات

n_batanal  ميكروغرام مكافئ لحمض الغاليك/ملغ و  0,78± 122,74هي الاغنى بهذه المركبات لاحتوائها على نسبة

ميكروغرام مكافئ  6,12± 66,75مكافئ لحمض الغاليك من مجموع الفينولات و  مميكروغرا ±0,27  118,76

 .ميكروغرام مكافئ للكرستين/ملغ على التوالي 3,60± 63,32ملغ و /للكرستين

على مستويات مختلفة وعلى  للأكسدةأن جميع المستخلصات لها خصائص مضادة  للأكسدةأظهرت دراسة النشاط المضاد 

جذور  واصطياد g/ml)µ=7,49±5450C(Iأحسن قدرة إرجاع  لهéthyle ’d Acétateوجه الخصوص فإن مستخلص

DPPH g/ml)µ=158±3,2450CI و)g/ml)µ=15,57±2,9350CABTS (I مع قدرة تثبيطcarotène -β 

g/ml)µ=16,52±1,8750C(E بزيادة على ذلك قدرة استخلا g)µ,11±4,18 50=78C(E  وإرجاع النحاس

(Ao50=28,58±0,65)   أقل لكن مهمة. للأكسدةباقي المستخلصات أظهرت قدرة مضادة 

بشكل  (BSA)قادرة على تمسخ الالبومين المصلي البقري  جميع المستخلصاتيبين تقيم القدرة المضادة للالتهاب في أن 

نشاط مضاد للسكري عن  EBAFكبير كما أظهرت هذه المستخلصات سمية خلوية ضد يرقات الارتيميا واظهر مستخلص 

 α -glucosidaseو α -amylase طريق تثبيط الانزيمات

له تأثير  EBAFأن مستخلص  Almar Bleu ،WST-1 ،Bleu trypamاختبار  باستعمالت نتائج السمية الخلوية أظهر

تحديد  EBAFسام على الخلايا كما سمحت دراسة الحمض النووي الريبي التي أجريت على الخلايا المعالجة بمستخلص 

 .OPA1 ,NCF1 ,PDCD4,TNF α,CASP3,CASP8 ,SDHA,BCL2الموت الخلوي:  باستكشافالجينات التي تسمح لنا 

 ملغ/كغ.2000المقدم عن طريق الفم للجرذان أي سمية وذلك حتى جرعة  EBAFالسمية الحادة لمستخلص  اختباراتلم تظهر 

ان له خصائص مختلفة منها، مدر للبول، خافض  EBAFمختلف الاختبارات الدوائية التي أجريت في الجسم الحي لمستخلص 

 للحرارة، مضاد للالتهاب ومحسن لنسبة السكر في الدم.

للاستخدام إجراء المزيد من الدراسات لجعل هذا قابلا  الضروريالعلاجية لهذا النبات الطبي، سيكون من  للإمكانياتنظرا 

 و أصل نباتي.  ذتطوير دواء  في سياق

المختبر في ، الحي الجسم في الحادة، السمية  ،EBAF ، Atractylis flava Desf :  الكلمات المفتاحية 

 


