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Résumé

La présente thése constitue une contribution scientifique a étudiée quelques effets
toxicologiques pharmacologiques et de deux extraits d’Artemisia herba alba Asso qui nous a
retenus I’attention par sa réputation en médecine traditionnelle. L’huile en question entrainé

qu’une irritation au niveau de I’ceil du lapin.

Les lapins traités montrent une sensibilisation. L’application itérative par voie oculaire
de I’huile d’Artemisia a la dose de 0,1ml a entrainé un signe de toxicité. Les résultats
biochimiques ont montré que cette huile maintien les taux d’ALAT et d’ASAT a des taux
supérieurs aux témoins justifiant de ce fait un possible effet hépato protecteur. Une
augmentation significative de la glycémie, mais toujours dans la fourchette des normes
physiologiques, a été enregistrée laissant penser a effet anti glycogénogénése possible, aussi
une augmentation de cholestérol, créatinine, urée, GB, HC, mais toujours dans les normes, ce

qui refléte une perturbation de métabolisme biochimique.

De méme plante les polyphénols ont été non révélé une intoxication suite a une
toxication chez les lapins. Ce qui confirmé par des coupes histologique au niveau de I’ceil
L’étude conclut que I’huile d’Artemisia herba alba Asso. Est irritant pour la 1’ceil. Elle est

tolérable a court terme.

Mots clés : Artemisia herba alba Asso., huile essentielle, polyphénols, remede,

irritation, toxicité, fonction hépatorénale.
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Introduction

INTRODUCTION

La “biochimio-thérapie” naturelle précieuse repose sur la relation existant entre
les composants chimiques des produits dérivés des plantes et les activités
thérapeutiques qui en proviennent. Dont L’aromathérapie qui utilise les huiles

essentielles a des fins thérapeutiques.

Sont utilisées par les civilisations Depuis 40000 ans av. J.-C, pour traiter les
infections par fumigations ou cataplasmes, par ingestion, massage du corps ou. C’est
une Thérapeutique par ingestion, massage du corps ou inhalation d'huiles essentielles

végétales ou d'essences aromatiques.

Malgré ses propriétés thérapeutiques, ont des propriétés opposées toxique, elles
ont une toxicité orale, cutanée tres forte. Pour cela la santé publique francaise publier
le Décret n°® 2007-1198 du 3 aolt 2007relatif & la liste des huiles essentielles dont la
vente au public est réservé aux pharmaciens duquel 15 huiles essentielles (Artemisia
herba alba Asso, Salvia officinalis L, Artemisia absinthium L,.. .etc.)

L’ophtalmologie  est I’un des sciences qui utilise la phytothérapie depuis
longtemps .Ecrit Crollius en 1624« Celui qui souffre de rougeur des yeux, voire
I'obscurcissement de la vue doit la cueillir lui-méme au décours de la lune, puis soit
mise seiche et I’avenant quand elle seicheraauxi la douleur et rougeur des yeux

s'enyront »

Actuellement, 1’usage de la médecine traditionnelle est trés répandu, et adoptant
dans le systeme de santé moderne. Demontrée par les récentes études de M. Dutot et
al., 2008 sur La myrtille qui posséde un potentiel antioxydant puissant du fait de sa
richesse en anthocyanes pour d’augmenté¢ la viabilité cellulaire de la rétine, et diminué

le stress oxydant et I’apoptose mitochondriale.

Néanmoins la matiére médicale de la phytothérapie en ophtalmologie est
legérement différente de celle de la phytothérapie générale puisqu'il s'agit le plus
souvent de traiter 1'ceil par la voie externe, et qu'il ne convient pas de mettre

n'importe quel produit sur une cornée.(GEOTZ,2006)

Notre présente étude est porté sur :
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e Une étude phytochimique qui a permis d’identifier certains groupes
chimiques bioactifs contenus dans les extraits des huiles essentielle et
méthanolique de la plante étudiée :Artemisia herba alba Asso. Par
chromatographie

e [’estimation de la toxicité cutanée des huiles essentielle par les tests
d’Irritation oculaire, par le test de ( DRAIZE et al ,1944).

e Nous avons établi les polyphénols de la méme espéce comme traitement en

comparaison avec un Collyre synthétique.
D'apprécier I’effet toxicologique sur :

e Le sang par le dosage des paramétres biochimiques a savoir; 1'urée, la
créatinine. la glycémie, les transaminases TGO(ASAT) et TGP(ALAT)

e Des coupes histologiques au niveau des yeux.
Cette étude sera subdivisée en deux parties :

v" Une revue bibliographique ou nous apportons des études sur huiles
essentielles et les polyphénols et des données générales sur les especes
étudiées.

v' Une seconde partie dans laquelle nous rapportons les méthodes
utilisées, les résultats obtenus ainsi que leur discussion et nous finirons

par une conclusion.
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Chapitre I Huile Essentielle

I. Généralité sur les huiles essentielles
1.1. Définition
Les Huiles essentielles ou huiles aromatiques sont des produits obtenus a partir d'une
matiére premiere végétale, elles sont classées parmi les métabolites secondaires, leur synthese
et accumulation se font généralement au niveau des structures histologiques spécialisées,
souvent localisees sur la surface de la plante (CHERIF, 1991). Ces huiles peuvent étre
stockées dans divers organes ; fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces
(cannelier), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badiane) ou
grains (carvi) (BARDEAU, 2009).
Les HE doivent leur nom a ce gqu'elles sont tres réfringentes, hydrophobes et lipophiles.
Elles ne sont que tres peu solubles ou pas du tout dans l'eau et on les retrouve dans le
protoplasme sous forme d'émulsion plus ou moins stable qui tende a se collecter en
gouttelettes de grosse taille (THENARD, 1835). Par contre, elles sont solubles dans les
solvants des lipides (acétone, sulfure de carbone, chloroforme, etc.) et, a l'inverse des
glycérides, dans I'alcool (RASPAIL, 1840).
1.2. Les procede d’obtention
En fonction de la plante, les procédés d’obtention varient. Selon la pharmacopée et
I’ AFNOR, plusieurs types de fabrication sont a distinguer
1.2.1. Huiles essentielles obtenues sans changement significatif de leur nature
o Huiles essentielles obtenues a froid (exemple des agrumes : dans le procédeé classique, on
exerce sous un courant d’eau une action abrasive de la surface du fruit et apres
élimination des déchets solides, 1’huile est séparée de la phase aqueuse par
centrifugation)(BRUNETON, 1993).
e huiles essentielles de jus de fruit, obtenues pendant la concentration ou traitement rapide
a haute température (exemple flash pasteurisation)
1.2.2. Huiles essentielles obtenues avec changements significatifs de leur nature
e huile essentielle «déterpénée » (les hydrocarbures monoterpéniques sont éliminés
partiellement ou totalement).
e huile essentielle «des sesquiterpenes »(hydrocarbures mono-et diterpénique éliminés
partiellement ou totalement). (BUDAVARI et al, 1996).
e huile essentielle privée de «x» (huile essentielle de laquelle un constituant « x» a été

éliminé. Exemple : huile essentielle de bergamote privée de bergaptene).
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o huile essentielle rectifiée, soumise a une distillation fractionnée.
Huile essentielle concentrée (traitée par un procédé physique qui concentre un ou
plusieurs constituants particuliers).
Par extension, on parler encore a tort d’huiles essentielles obtenues par distillation a sec,
opération qui engendre une pyrolyse, a partir de bois (huile de cade), d’écorces
(bouleau),ou de racines. A partir des produits obtenus, il est possible de récolter une huile
essentielle par entrainement a la vapeur d’cau.l’usage selon lequel on parle d” « essence
de moutarde » est également incorrect :il s’agit d’aglycones volatils, libérés par hydrolyse
enzymatique(BUDAVARI et al, 1996).
1.3. les Structures chimique des huiles essentielles
Ce sont des mélanges complexes variables de constituants appartenant de facon quasi-
exclusive a deux groupes caractérises par des origines biogénétique distinctes : le groupe des
terpenoides d’ une part et groupe des compose aromatiques dérivés du phénylpropane
beaucoup moins fréquent d” autre part(BUDAVARI, 1993).
Le poids moléculaire des composeés est assez faible, généralement compris entre 150 et
200.
1.3.1. Les terpénoides
Dans cas des huiles essentielles, les terpénoides les terpénoides les plus volatils (masse
moléculaire la moins élevées : monoterpénes et sesquiterpénes) sont les plus concernés.
Porteurs de fonction dont le degré d’oxydation est variable, ils donnent naissance a des
milliers de substances différentes (WICHTL et al, 1999).
1.3.1.1. Monoterpénes
Les carbures sont presque toujours présents. Ils sont acycliques, monocycliques ou

bicycliques. Ils constituent parfois plus de 90 % de I’huile essentielle (citrus, térébenthine).

| OH
Figure 1: acyclique : myrcene. Figure 2: monocylique : thymol
(BRUNETON, 1993). (BRUNETON, 1993).
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Quand la molécule est optiquement active, les deux énantiomeres sont le plus souvent
présents dans des plantes différentes (BRUNETON, 1993).
1.3.1.2.Sesquiterpénes

L’allongement de la chaine (fpp) accroit le nombre de cyclisations possibles.

Ainsi plus d’une centaine de squelettes différents a été decrit(PIRRUNG et al, 1997).

Figure 3: le béta-bisaboléne.(PIRRUNGet al, 1997).

1.3.1.3. Compose aromatique

Dérivés du phenylpropane (C6-C3), ils sont beaucoup moins fréquents que les
précédents. Un noyau aromatique est couplé est couplé a une chainede trois
carbonées(BRUNETON, 1993).

CH, OH

Figure 4: la vanilline(BRUNRTON, 1993).

1.3.1.4. Compose d’origines diverses

Lors de la préparation des huiles essentielles, certains composés aliphatiques, de faible
masse moléculaire, sont entrainés lors de I’hydrodistillation (carbures, acides, alcools,
aldéhydes, esters....)

Les différents composés sont assez stables aux températures ambiantes.
I.4.Répartition et fonction des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs(exemple :
famille des labiées odorantes renfermant presque toutes une huile essentielle).elles peuvent
étre stockées dans tous les organes végétaux :les fleurs, les feuilles et moins souvent les

écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits et les graines (PERRY et al, 1999).
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Si tous les organes d’une méme espece peuvent renfermer une huile essentielle, la
composition de cette derniére peut varier selon sa localisation. Dans le cas de l’orange
amer,par exemple, le zeste fournit I” « essence de Curagao », la fleur fournit I’ « essence de
Néroli » et les feuilles, ramilles et partit fruits 1’ « essence du petit grain bigaradier ».la
composition de ces trois huiles essentielles est cependant tres différente (BRUNETON,
1993).

De fagon générale, les huiles essentielles sont présentes en trés petite quantité : 1 a 2%
de la matiere séche au maximum.
1.5.Différents facteurs font varier la composition des huiles essentielles
1.5.1. Des facteurs intrinseques
e les différentes parties de la plante (cas de I’orange amer). Les parties fleuries de la sauge,

par exemple, ont une huile essentielle plus riche en certains terpenes que les feuilles
(PERRY et al, 1999).

e le cycle de la plante (des poussées de biosynthése engendrent une accumulation plus ou
moins importante de certains constituants des chaines métaboliques au cours des saisons,
des moins, voire des journées. Le profil chimique de I’huile essentielle de menthe, par
exemple, peut étre différent au cours de la journée)(WICHTL et al, 1999).

e Citons également le cas de sauge dont I’huile essentielle est plus riche en thuyone
(terpéne majeur) en automne ou en hiver qu’en ¢été lors de la floraison (PERRY et al,
1999).

e le chimio type (par exemple, la fenchone, terpéne proche du camphre, s’accumule dans
I’huile essentielle de fenouil amer, alors que le fenouil doux offre deux chimio types
différents : ’'un a anéthol, I’autre a estragol, sans pour autant que des caractéres
morphologiques différenciés puissent étre décelés) (WICHTL et al, 1999).

1.5.2.Des facteurs extrinséques

e la nature du sol

e latempérature

e [’humidité

Ces facteurs expliquent les différences de composition en fonction du terrain dans
lequel sont cultivées les plantes. En France par exemple, il existe une appellation d’origine
controlée pour 1’huile essentielle de lavande. Le décret du 24 octobre 1997 fixe toutes les
conditions d’obtention de I’huile essenticlle de lavande de Haute-provence. Seules les
sommités fleuries de LavandulaAngustifolia P. Miler sont utilisables. L’aire géographique de

production est strictement limitée. Le rendement maximal en huile analytiques tres précises.




Chapitre I Huile Essentielle

Aucune addition ou mélange n’est autorisé lorsque 1’huile est vendue telle quelle (WICHTL
etal, 1999).

La fonction de ces huiles essentielles dans la plante reste obscure. On pense qu’elles ont
un role écologique. Leur role d’inhibiteur de la germination a été prouvé expérimentalement
ainsi que leur rdle dans la protection contre les prédateurs et [attraction des
pollinisateurs(cBRUNETON, 1993).

Il semble donc que certaines huiles, dans la plante, fassent parties d’un systéme de
protection non spécifique.Une agression peut alors engendrer la production plus importante de
I’huile essentielle.
1.6.Principales utilisation des huiles essentielles

Elles trouvent des emplois dans de nombreux secteurs.

1.6.1. En pharmacie
1.6.1.1.Huile essentielles inscrites a la pharmacopée

C’est un recueil de normes officielles obligatoires qui utilise des méthodes analytiques
performantes, permettant d’assurer 1’identité, de vérifier la pureté, de doser la concentration
en constituants actifs et d’¢tudier la stabilité de la drogue (WICHTL et al, 1999).

Citons par exemple le cas du cinéol ; terpéne présent dans le « tee tree oil » ou huile de
Melaleuca. Son pourcentage ne doit pas dépasser 15% au risque d’étre irritant pour la peau et
les muqueuses (KNIGHT et al, 1994).
1.6.1.2.Utilisation pharmacologique

Leurs propriétés pharmacologique leurs conferent une utilisation médicinale .les huile
essentielle ont en effet.
1.6.1.2.1.Un pouvoir antiseptique

Contre des bactéries variées ainsi que des champignons et levures. Citons les huiles
essentielles de thym, girofle, lavande, eucalyptus. le thymol, constituant principal de huile
essentielle de thym, est 20 fois plus antiseptique que le phénol (BRUNETON, 1993).L’huile
essentielle de Melaleuca a prouve cliniqguement son action antiseptique, antimicrobienne et
antioxydant(SALLER et al, 1998).
1.6.1.2.2.Des propriétés spasmolytiques et sédatives

Certaines drogues a huiles essentielles(menthe, verveine) sont réputée efficaces pour
diminuer les spasmes gastro-intestinaux.L’amélioration de certaines insomnies et de troubles

psychosomatiques divers est également notée(BRUNETON, 1993).
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Les huiles essentielles sont trés efficaces et utiles si elles sont utilisées dans des limites
strictes et leur délivrance doit étrecontrélée car trop d’accidents sont apparus lors d’utilisation
inconsidérées, comme nous le verrons ultérieurement.Une huile essentielle n’est qu’une partie
du vegétal et il est erroné de vouloir lui attribuer I’ensemble des propriétés thérapeutiques de
la plante entiere dont elle est issue (WICHTL et al, 1999).
1.6.2.En parfumerie

C’est le principal débouché des huiles essentielles .la cosmétologie et le secteur des
produits d’hygiéne sont aussi consommateurs, méme si le cout élevé des produits naturels
conduit a privilégier parfois les produits synthétiques (BRUNETON, 1993).elles sont
intégrées dans des analgésique pour la peau, les produit solaires ainsi que de nombreux
produit d’ambiance comme les liquides pour pots-pourris (RUMBEIHA et al, 1995).

On trouve aussi dans des préparations pour bain (bain «calmants » ou « relaxant »)
avec possibilité d’absorption percutanée de ces constituants (BRUNETON, 1993).

Intégrées aux huiles de massage, leur teneur na doit pas dépasser 3 a4%. Il y a alors
possibilité d’absorbationpercutanée (LIS-BALCHIN, 1999).
1.6.3.Dans les industries agro-alimentaires

Certaines drogues sont utilisées en nature (épice et aromate), d’autre sous forme
d’huiles essentielles ou de rétinoide dispersés, encapsulés ou complexé. (SALLER et al,
1998). Si la réfrigération et d’autremoyens de conservation se sont substitué aux épice pour
assure la conservation des aliment , le développement de nouvelles pratiques culinaires ,le
gout pour I’exotisme et les qualités gustatives , conduisent a une rapide augmentation de la
consomation de type de produit. On note leur intégration dans : les boissons non alcoolique,
les confiseries, les produits laitiers ou carnés, les soupes, les sauces, les snachs, les
boulangeries, ainsi que la nutrition animale(BRUNETON, 1993).
1.6.4.Dans diverses industries

Ce sont surtout des industries chimiques qui utilisent des isolats (substances pures
isolées des huiles essentielles comme matiéres premieres pour la synthese de principes actifs
médicamenteux, de vitamines, de substances odoranes, etc ....)(BRUNETON, 1993).

Malheureusement, aucune étude scientifique ne donne pour le moment les
concentrations minimales a respecter pour une bonne efficacité sans effets secondaires.la
plupart des produits cosmétiques contiennent 3%al0% d’huile, ce qui apparait généeralement
suffisant pour un effet thérapeutique (SALLER et al, 1998).
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I1.La toxicité des huiles essentielles
11.1. la toxicité

L’étude de la toxicité concerne des domaines tres variés. En effet, des médicaments aux
armes chimiques en passant par les végétaux, les animaux, les produits industriels et bien
d'autres. L’Homme est constamment exposé a la toxicité. Ainsi une étude réalisée en 1986 en
France a montré que les réanimateurs et les médecins d’urgence occupent 20 a 90% de leurs
activités a des effets toxiques.

Tandis que d’autres études montraient que les intoxications aigués représentent la
premiére cause d’hospitalisation des pays développés et la deuxieme cause de mortalité des
individus de moins de 30 ans dans lespays en voie de développement (BISMUTH et al,
1987).

Un toxique est une substance capable de donner, plus ou moins rapidement, une
incapacité plus ou moins poussée, une maladie ou la mort.

La définition tient compte de toutes les formes d’intoxication( suraigue, aigue,
chronique, sub-aigue, subchronique .....), de toutes les voies de pénétration (digestive,
respiratoire, cutanée, oculaire), de toutes les substances( méme 1’eau et 1’oxygéne peuvent
devenir toxiques a haute dose) et de tous les modes d’intoxication.il existe des toxiques
naturels qui sont des minéraux, d’autres qui sont synthétisés par des végétaux (strychnine,
cigiie, opium....... ) ou par des animaux (venin de viperes, de scorpion....).

A ceux-ci s’ajoute la longue liste des toxiques de synthese comme les pesticides, les
solvants, les détergents...(CLAUDE AMIARD, 2011).
11.2.Types de toxicité

On distingue plusieurs types de toxicité
11.2.1.La toxicité aigué

La toxicité aigie: liée a I’absorption d’une forte quantité de produit, ses signes
cliniques se manifestent trés vite aprés 1’ingestion. Elle représente la manifestation la plus
spectaculaire de la nocivité d'un poison (HOPKINS, 2003).
11.2.2.La toxicité subaigué

La toxicité a moyen terme ou toxicité subaigué : le xénobiotique est réadministré
pendant une période plus longue, mais ne dépassant pas trois mois elle est Differe de la
précédente (toxicité aigué) par le fait qu'une proportion significative de la population peut
survivre a l'intoxication, bien que tous les individus aient présenté des signes cliniques se

produisant a court terme sur des organes cibles, parfois réversibles et découlant de

E
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I'absorption répété du toxique, mais a des dose plus faible que celle de la toxicité aigué
(RAMADE, 1979 ; STELLMAN, 2000).
11.2.3.La toxicité a long terme

La toxicité chronique : le xénobiotique est administrée peut etre faible, mais les prises
sont repétees.la toxicité apparait par cumul.On parle alors de « toxicité cumulative »d’une
autre facon C'est I'exposition a de tres faibles concentrations, parfois méme infimes, a des
substances dont la répétition d'effets cumulatifs finit par provoquer des troubles beaucoup
plus insidieux et irréversibles (RAMADE, 1979 ; WEPIERRE, 1981).

I11. Intoxication par produit naturels

Les produits naturels toxique comme les plante toxique on plusieurs constituant comme
tannins, latex, et les huiles essentiellesla toxicité, pour étre complete, devait étre envisagée
sous tous ses angle: toxicité aigie, irritation et corrosivité, sensibilisation, absorption
percutanée, toxicité des dose répétée, phototoxicité, carcinogénicité, reprotoxicité,
tératogénicite et ce, pour chaque huile essentielle.

La toxicité des huiles essentielles varié selon leur composition qui, elle-méme, varie
selon la plante source qui, elle-méme peut varié selon le terrain ou elle est cultivée
(chimiotype)( BORDEAU , 2009).

I11.1.VVoie orale

C’est le passage de la barriere gastro-intestinale. Cette membrane a une nature lipidique
tres marquée(LABAUNE, 1993) La condition principale est I’hydro solubilité. L’huile
essentielle ne peut étre absorbée qu’apres dissolution dans le tractus digestif. Le composé doit
donc pour cette raison présenter une certaine hydro solubilité. Toute fraction non dissoute ne
peut traverser la membrane(MARTINDALE, 2001).

Les seules données a ce sujet sont que les huiles essentielles sont « bien absorbées a
travers les membranes muqueuses »(RICHARDSON, 1999). Le camphre est décrit comme
« rapidement absorbé par la peau et le tractus gastro-intestinal »(POPPENGA, 1962)
Diffusion facilitée ou transports actif n’ont pas ét¢ mentionnés jusqu’alors dans les possibles
mécanismes de franchissement des membranes.
111.2.VVoie cutanée

Par voie cutanée, [D’absorption des huiles essentielles est également
rapide(RICHARDSON, 1999).Les composés passent dans le sang et sont acheminés
directement vers les organes sans passage par le foie ou les poumons. La biodisponibilité est

donc
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quasi-totale car il n’y a pas de =zones de pertes avant d’atteindre les sites
d’action(POPPENGA, 1962) .Cette voie d’entrée est donc particuliérement dangereuse.
Certaines huiles essentielles sont utilisées comme amplificateurs du passage transcutané, dans
I’industrie pharmaceutique.

Si des lésions existent sur la peau, le passage cutané sera d’autant plus important.
L’application cutanée des huiles essentielles peut étre suivie d’une absorption par voie orale si
I’animal se léche. Il faudra tenir compte de cette possibilit¢(RICHARDSON, 1999).

111.3. Voie respiratoire

Les huiles essentielles peuvent atteindre I’épithélium alvéolaire. A partir de cet
épithélium, les différents composés peuvent étre absorbés et se retrouver dans 1’organisme.
Nous ne disposons pas d’informations sur cette voie, mais il est marquage isotopique, a
démontré sa présence dans le tissu pulmonaire (WICHTL et ANTON, 1999).

Cette voie reste donc importante dans I’absorption des huiles essentielles : citons le fort
développement actuel de I’aromathérapie, et les conséquences sont parfois importantes,
comme nous le verrons ultérieurement.

I11.4. Distribution

Il n’y a pas d’éléments sur la distribution des huiles essentielles dans I’organisme. En
fonction des structures moléculaires de ces composés et de leurs propriétés physiques, on
peut prévoir une distribution large a I’intérieur des cellules.

Indirectement, le passage a [Iintérieur des cellules est confirmé par les
biotransformations catalysées par des enzymes intracellulaires (GORDON et al, 1982).

Les composeés sont solubles dans les solvants organiques apolaires ; on peut donc
prévoir leur passage, voire leur accumulation dans les organes riches en lipides comme le
systeme nerveux central. Ainsi, la thuyone est retrouvee dans le cerveau de souris dans les
expériences décrites a propos de la neurotoxicité de ce terpéne(HOLD et al, 2000).

IV. La biosynthése des huiles essentielles

Beaucoup de plantes produisent des mélanges complexes d’alcools, d’aldéhydes, de
cétones, et de composent terpéniques, désignés par le terme général d’huiles essentielles. Les
composent et les dérivés terpéniques présents dans le huiles essentielles sont essentiellement
des hémi-, des mono et des sesquiterpénes, qui peuvent étre peu ou trés volatils.

Les huiles essentielles sont synthétisées dans des trichomes glandulaires spéciaux

(poils)a la surface des feuilles.la biosynthese des composés des composeés terpéniques débute

E
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a I’acétyl-coenzyme A( acétyl-coA),trois molécule d’ acétyl-coA se condensent lors d’une

réaction en deux temps pour former le 3-hydroxy-3méthylglutaryl-CoA qui ensuite

transformé en acide mévalonique.les stéroides sont des triterpénes tétracycliques.il sont

synthétisés a partir d’un triterpénes acyclique.( HOPKINS, 2003 ; KALOUSTIAN,

MINAGLOU, 2012).

Energie solaire

Métabolites
Secondaires
Molécules
Aromationes

Métabolites
Primaires
Lipides
Glucides
Protides

Cellule foliaire

Figure 5: la biosynthése des molécules aromatiques.
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I. Les Polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, d'un poids moléculaire
élevé. lls sont largement distribués dans le régne végétal (HARBONE ,1994). La structure de
base qui les caractérise est la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels sont
directement liés un ou plusieurs groupement hydroxyles libres ou engagés dans une autre
fonction (éther, ester) (HATONO et al, 1989).

Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques on suppose que les plantes, en les
produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les
acides phénoliques, comme d’acide rosmarinique, sont fortement avoir des propriétés
antivirales (ISERIN, 2001).

I.1. Classification des métabolites secondaires

Ils sont communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés de 1’acide benzoique
ou dérivés de ’acide cinnamique), coumarines, stilbénes, flavonoides, lignanes, lignines,
tanins (CHEYNIER, 2005) .

Tableau 1:Les principaux classe des composés phénoliques (CHEYNIER, 2005)

Squelettecarboné Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simple Catéchol
C6-C3 Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoiques Epices, fraise
C6-C3 Acides hydroxycinnamique Acide caféique, acide Pomme de terre,
Coumarines férulique pomme
Scopolétine, esculétine Citrus
C6-C2-C6 Silénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
* Flavonols Kamphérol,quercétine Fruits,Iégumes, fleurs
» Anthocyanes Cyanidrine,prélargonidine Fleurs,fruits rouges
* Flavanones Naringénine Citrus
* Isoflavonols Daidzéine Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau de fruits
(C15)n Tanins Raisin rouge, kaki

I.1.1.Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme des composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (SEYOUM et al, 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits

et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
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d’hétérosides (GHESTEM et al, 2001; BRUNETON, 1999 ). Du point de vue structurale,
les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6400
structures ont été identifiées (HEIM et al, 2002).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (SKERGET et al, 2005). Leur
structure de base est celle d’un diphényle propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),
constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (DACOSTA, 2003).

Figure 6: Structure de base des flavonoides (DI CARLO G et al, 1999).

1.1.2.Les alcaloides

Le terme d’alcaloide a été introduit par W.Meisner au début du XIX® siécle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis.(RAVEN
etal, 1999)

Initialement définis comme des substances azotées,basiques, d’origine naturelle et de
distribution restreinte, les alcaloides ont une structure complexe.Leur atome d’azote est inclus
dans le systtme hétérocyclique et ils possedent une activité pharmacologique
significative ;pour certains auteurs,ils sont issus du seul regne vegetal.lls existent a 1’état de
sels et ils sont biosynthétiquement formés a partir d’un acide aminé(JEAN, 2009)

Les alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, le plus souvent ils sont
combineés a des acides organiques ou a des tanins.

La constitution chimique des alcaloides est extrémement varié ;le seul point commun
est la présence d’un azote qui confére a la molécule un caractére basique plus ou moins

prononceé.cet azote est souvent intracyclique(ROUX D et CATIER, 2007 ).
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Figure 7: Quelque exemple des noyaux de base.( ROUX D et CATIER,2007 ).

1.1.3.Les tanins

Lestanins sont des composés polyphénolique, hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000, ayant la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rende
imputrescible. Cette propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des macromolécules
)(GAZENGELetORECCHIONI,2012).

Tous les organes végétaux peuvent en renfermer(racines, écorces, feuilles...

(protéines, polysaccharides...
.),les tanins
sont classés en deux groupes selon leur structure chimique :tanins hydrolysables et les tanins
cathéchiques(CHARNAY et TOURMEAU,2007).

La plupart des propriétés des tanins découlent de leur capacité a former des complexes
avec les molécules, en particulier les protéines.les tanins présentent des propriétés
astringentes, antidiarrhéiques, antibactérienne,antifongiques. Certains présentent également
des propriétés vitaminique P. Aussi sont utilisés en thérapeutique, dans le traitement des

maladies du systeme veineux et capillaire. (TEETES et al, 1980)

\ 0
COOH Lu [Jll
.-r .r
HO —c\ (| >—0H
HO OH <
OH ”H o N
acide gallique acide clluglquc

Figure 8: Tanins hydrolysables (GAZENGEL etORECCHIONI,2012).

1.1.4.Les acides phénoliques
Une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en
phytochimie conduit a réserver I'emploi de cette dénomination aux seules derivés des acides

benzoique (acides-phénols en C6-C1) et cinnamiques (acides-phénols en C6-C3) Comme
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exemple d'acides phénoliques, on cite : acide caféique, acide protocatechique, acide ferulique,
acide sinapique et acide galliqgue (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1999) Ont une

distribution tres large. lls possédent notamment un grand pouvoir antioxydant, c'est-a-dire
qu'ils neutralisent les radicaux libres qui endommagent les cellules, ce qui a pour effet de
renforcer les défenses immunitaires De plus, certains composés poly-phénoliques sont des
agents antibiotiques, anti-diarrhéiques, antiulcéreux et anti-inflammatoires. Ils peuvent ainsi
étre utilisés dans le traitement des maladies comme I'hypertension, la faiblesse vasculaire, les
allergies et I'nypercholestérolémie (KONDRATYUK et PEZZUTQJ,2004).

Esters hydroxycinnamiques R; R>
Acide t-caféique OH H

Acide p-coumarique H H

Acide t-fertarique OCH3 H
Acide t-sinapique OCH;3; OCHj;

Figure 9: Structures chimiques de quelques dérivés de I'ester hydroxycinnamiques.
(FARDETet al, 2013).

1.1.5.Les coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques ayant un squelette de base en C6-C3
généralement hydroxylés en position 7, en 6, 7,8.les coumarines sont des composés
aromatique dérivant de 1’acide O-hydroxy-Z-cinamique, de méme que la coumarine elle-
méme dérivé de 1’acide ortho-coumarique. Constituer trois type : les furanocoumarines, les
pyranocoumarines et les hydroxycoumarines.( COLLIN et CROUZET,2011)

Comme les autres composés phénoliques, les coumarines se rencontrent dans la nature
sous forme de combinaisons, qui sont des hétérosides

Quelques études attribuent a I’ombelliférone une activité bactériostatique d’ou son

utilisation autre fois dans le traitement de la brucellose en médicine véterinaire. (JEAN,2009)

OH
H

HC==CH—COOH

Acide O-Coumarique Coumarine

R ¢
s H
PO o
_CH
HO 01/&0 (o
H

R=H :; Umbelliférone
R=OH : Aesculétine R=0OCH;, R’=H : Fraxétine
R=0OCH; ; Scopolétine R=H, R’=OH : Daphnétine

Figure 10: les principaux composes des coumarines. (COLLIN et CROUZET, 2011)
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1.1.6.Les saponines

Les saponines constituent un vaste groupe d'hétérosides tres fréquent chez les végétaux.
C'est un groupe comprenant divers métabolites végétaux secondaires de faible poids
moléculaire largement répandus dans le régne végétal. La structure chimique des saponines
est constituée d'un groupe aglycone de nature triterpenoidique ou stéroidique et d'une ou
plusieurs chaines saccharidiques (glycosides).(CHARPENTIER et al, 2008 ; BRUNETON,
2009).1ls sont caractérisés par leurs propriétés tensio-actives.les saponines sont douée de
propriété hémolytique marqué(AUDIGIE et ZONSZAIN, 1991).

Beaucoup de plantes a saponines sont utilisées traditionnellement pour leurs propriétés
antitussives, analgésiques, immunomodulatrices ou cytoprotectrices(CHARPENTIER et al,
2008 ; BRUNETON, 2009).

)

Figure 11 :Saponine triterpénoide (acide médicagénique) (THIERRY et al, 2012)
1.1.7.Lignines

Ces composés de haut poids molécules contribuent a former, avec la cellulose et les
dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (copolymérisation) de trois alcools
phénylpropéniques. (TALCOTTet HOAWARD, 1999).

La lignine peut étre définie comme étant les parties non glucidiques de la membrane
cellulaires des végetaux. La composition de la lignine varie en fonction de la plante dont elle
est extraite et des conditions d'extraction. La lignine résulte de la polymérisation d'un
composé phénolique en C6-C3 de nature para-hydroxycinnamylique qui serait essentiellement
de l'alcool para-coumarylique et de ces dérivés méthoxylés : I'alcool coniférylique et I'alcool
sinapylique(HIMMEL etal, 1991).

La lignine est le principal constituant du bois. Elle présente de I'ordre de 20 a 30 % de
carbone de la biomasse végétale. C'est le deuxieme composé organique de la biosphere apres
la cellulose. C'est une source naturelle renouvelable et abondante. La lignine se dépose entre
les constituants polysaccharidiques des parois des cellules végétales spécialisées dans les

fonctions de soutien et de conduction. La biodégradation de la lignine est possible par
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les enzymes ligninolytiques tels que la lignine peroxydase (LiP) et la manganése peroxydase
(MnP) (SAYADI et ODIER, 1995).

Polyphénols
I
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Figure 12: Classification des polyphénols(SAYADI et ODIER, 1995).

I1. Role et intérét des composés phénoliques
I1.1. Chez les humains

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydante( FEURIET et al, 2005).Spécifiquement, on attribue aux
flavonoides des propriétés variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-
inflammatoire, analgeésique, antiallergique, antispasmodique, antibactérienne,
hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogénique. lls sont également connus pour
moduler 1“activit¢ de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides
favorisent la relaxation vasculaire et empéchent l'agglutinement des plaquettes sanguines
(ANNOMIYA et al, 2005 )Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent
plus fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les
plaques d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protéges nos artéres contre I'athérosclérose
et réduit la thrombose (caillots dans les artéres) (BRUNETON,1993). Les exemples de
guelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés dans le

tableau suivant.

E



Chapitre II Les Polyphénols

Tableau 2: Propriétés biologiques des quelques poly phénols dans I’organisme.

Polyphénols Activités biologiques Auteurs
Acides phénols Antibactériennes, anti-ulcéreuses, (SANNOMIYA et al, 2005 et
(cinnamiques et benzoiques) | antiparasitaires antifongiques, GURBUZ I et al, 2009).

antioxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires, anti- (ITO et al,2005 et SMYTH et
inflammatoires, anti parasitaires al,2009)

analgésiques et anti oedémateuses

Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, vaso,
dilatoires, antibactériennes, anti (WOLLGAST et
carcinogenes, anti-inflammatoires, al,2000 ;HITARA et al,2009 ;

analgésiques,hypotenseurs, antivirales, TRIPOLI,et SHON et
diurétiques, ostéogene, antioxydantes, al,2007).
anti-atherogéniques, antithrombotique,

anti-allergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti (BRUNETON,1993).
oxydant
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collageéne, (MASQUELLIER et al, 1979)

antioxydantes, antitumorales,

antifongiques et anti-inflammatoires

Tannins galliques et caté- Antioxydantes (OKAMURA et al,
chiques 1993 ;KUBAT Aet al, 2005)
Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques (KIM et al, 2009).
Phytostérols Agent de protection contre 1“hormone (EKOUMOU, 2003)

dépendant du cancer de colons

Saponines Antitumorale, anticancérigéne,... (EKOUMOU, 2003)

11.2. Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de
la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains végétaux; dans les critéres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des
organes vegetaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des

traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentees...) pendant
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lesquels apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité
du produit fini (FLEURIET et al, 2005).
11.3. La Biosynthése des polyphénols

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :
I1.3.1. Lavoie de I’acide shikimique

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par
les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1
formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les
flavonoides et tannins condensés (HASLAM, 1994 ; DEWICK, 1995). Aussi, il est
intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette voie metabolique.
En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre 1’acide
shikimique et I’acide cinnamique.
I1.3.2. Voie de ’acétate

La voie de I’acétate conduit (origine de ces poly a des poly B-coesters (polyacétates) de
longueur variable, menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy-1,8 anthraquinones ou les naphtoquinones(BRUNETON, 1999 ; NACZK et
SHAHIDI, 2004). De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette
double origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilit¢ d’une participation
simultanée des deux voies (du shikimate et de l'acétate) dans 1’élaboration de composés

d’origine mixte, comme les flavonoides (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002).
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Figure 13 : Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (AKROUM, 2011).

E



Chapitre 111
L’ophtalmologie



Chapitre 111 L’ophtalmologie

I. Définition de I’ophtalmologie

L'ophtalmologie est la discipline de la médecine, spécialisée dans la pris en charge de la
sante de l'appareil visuel et de ses annexes. (ANONYME,2002).

L'ophtalmologie du Lapin (Oryctolaguscuniculus), outre sa place importante en
physiologie et pathologie comparées, prend depuis peu une importance croissante dans le
cadre de la consultation des Lapins de compagnie. Chez ces derniers, les affections de la
tunique fibreuse du bulbe (Tunicafibrosabulbi) sont, apres les atteintes des organes oculaires
accessoires (Organa oculi accessoria), les affections les plus fréquentes et en tous cas les
mieux décelées par le propriétaire. Elles constituent donc tout naturellement un motif de
consultation de plus en plus courant. La tunique fibreuse du bulbe est constituée d’une partie
postérieure opaque, la sclere (Sclera), anciennement "sclérotique”, et d’une partie antérieure
transparente, la cornée, (Cornea), qui se raccordent a hauteur du limbe cornéen
(Limbuscorneae). Chez le Lapin, la cornée représente 25 % de la surface totale du bulbe
oculaire contre 7 % seulement. (BARTHELEMY et al,2001)

1.1. Définition de I'ceil

L'eeil ou globe oculaire est l'organe du sens de la vision, il est directement relié au
cerveau par le nerf optique. C'est un organe pair assurant une vision stéréoscopique. Il
possédé une vascularisation, une innervation et un appareil oculomoteur spécifique.
(GUALINO., 2009).1I est un organe délicat qui est protégée par plusieurs structures telles que
les sourcils, les paupieres, les cils et les muscles extra-oculaires.(AGARWAL et al, 2002 )

I1. Sémiologie oculaire
I1.1. Le globe oculaire

Le globe oculaire est sphérique et a un diamétre d'environ 2cm. ( BROOKER, 2000).

On définit classiquement dans 1’ceil un contenant formé de trois « enveloppes » ou

«membranes » et un contenu.(ANONY ME, 2010) .
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Figure 14: Représentation schématique de globe oculaire (LACOMBE, 2006).
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11.1.1. Contenant
11.1.1.1.La membrane externe
C'est une membrane fibreuse. Elle comprend deux parties :
A. une partie postérieure qui couvre les cing sixiemes du globe oculaire .C'est une
membrane blanche, opaque, appelée «sclérotique»>
B. une partie antérieure qui occupe le sixieéme restant, Cette portion est transparente,
dépourvue de tout vaisseau, C'est la cornée.
La zone frontiére entre la sclérotique et la cornée s'appelle «de limbe sclérocornée»»
(NGUYEN et BOUROUINA, 2008).
11.1.1.2. Couche moyenne ou tunique vasculaire du globe oculaire
A. la choroide est une membrane de couleur brun foncé située entre la sclére et la rétine ;
elle forme la plus grande partie de la tunique vasculaire (tractus uvéal) du globe oculaire; elle
se termine en avant par le corps ciliaire. La choroide adhére fermement a la couche
pigmentaire de la rétine, mais on peur la décoller facilement de la sclére(MOORE et
DALLEY, 1999).
B. Le corps ciliaire est antérieur a I'oraserrata et représente la projection ventrale de la
choroide et de la rétine. 1l comprend deux portions :
e La portion uvéale du corps ciliaire inclut :
- La continuité de la couche externe de la choroide appelée couche supra ciliaire .
- Le muscle ciliaire, un anneau de tissu musculaire lisse qui, lorsqu'il se contracte,
réduit la longueur des ligaments suspenseurs circulaires du cristallin ; ces
ligaments constituent le zonale ciliaire .
- Une couche de capillaires fenétrés assurant la vascularisation sanguine du muscle
ciliaire.
e La portion neuro-épithéliale participe aux deux couches de I'épithélium ciliaire
- Une couche épithéliale externe pigmentée, en continuité avec I'épithélium
pigmentaire de la rétine. La couche épithéliale pigmentée repose sur une lame
basale en continuité avec la membrane de Bruch.
- Une couche épithéliale interne non pigmentée, en continuité avec la rétine
sensorielle. (KIERSZENBAUM, 2002)
o ['irisest I'anneau coloré que I'on voit a travers la cornée. Il fonctionne comme une
ouverture de dilatation et la constriction pour contrdler la quantité de lumiére entrant de la

pupille.La pupille se trouve dans le centre de I'iris. Il apparait comme un point noir,
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devenant plus grande dans les situations de faible éclairage, laissant plus de lumiere dans,
et contraignant a prés d'un point sous une forte lumiére, La couleur de l'iris peut étre
nuances de lumiere variable a brun foncé ou noir, bleu, bleu / vert, ou gris. I'objectif est
situé juste derriére I'iris.(GOLDFINGER et NATOMIST, 1991).

11.1.1.3. Membrane interne ourétine

La rétine est la couche interne de I'eeil qui contient des cellules sensibles a la lumicre et
des fibres nerveuses. Tomber la lumiére sur la rétine produit des changements chimiques dans
les cellules qui envoient alors des signaux électriques le long des fibres nerveuses via le nerf
optique jusqu'au cerveau.

La rétine contient deux types de cellules sensibles a la lumiere qui, en raison de leurs
formes, sont appelés cbénes et des batonnets. Sur l'ensemble de la rétine la majorité des
cellules sont des tiges. Ceux-ci sont sensibles a un niveau de lumiére faible, mais ne donnent
pas beaucoup de détails ou la netteté de I'image. Au centre de la rétine, a un endroit appelé la
fovéa, les cellules en forme de c6ne sont emballés en étroite collaboration. Autour de la fovéa
nos yeux ont les meilleurs détails et la vision des couleurs. au point ou les millions de fibres
nerveuses quittent la rétine est une tache aveugle, car il ne contient pas de cellules sensibles a
la lumiére(AVIRSON,1989).
11.1.2.Contenu
11.1.2.1.Humeur aqueuse

L'humeur aqueuse est un liquide transparent contenu dans I'eeil. Elle est essentiellement
composée d'eau, est sécrétée par le corps ciliaire pour ensuite se diriger vers la chambre
antérieure de I'ceil en avant de l'iris, puis elle sera au bout de quelques heures évacuée par un
orifice appelé trabéculum, au niveau de I'angle irido-cornéen. (PIERICK,2014)
11.1.2.2. Le cristallin

Le cristallin est une lentille biconvexe et transparente suspendue au milieu de I’ceil, en
arriere de l'iris. (AERTS et al,1997)

Le cristallin est capable de se déformer par tension ou relachement de la zonale sous
I'effet de la contraction du muscle ciliaire, et de modifier ainsi son pouvoir de convergence :
ceci permet le passage de la vision de loin a la vision de pres qui constitue I'accommodation ;
la perte du pouvoir d'accommodation du cristallin avec I'age est responsable de la presbytie

qui nécessite le port de verres correcteurs convergents pour la lecture. (ANONYME,2013)
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11.1.2.3. Le corps vitré

Le corps vitré est un gel aqueux transparent qui occupe la portion du bulbe située en
arriere du cristallin .1l est entouré de la membrane hyaloide .qui remplit les 4/5émes de la
cavité oculaire et tapisse par sa face postérieure (hyaloide postérieure) la face interne de la
rétine. (FOURCADE et al,2014).

11.2. Les voies optiques

Les influx nerveux engendreés par la lumiere au niveau de la rétine sont transmis au
cerveau par une chaine de Troie cellules nerveuses qui relie chaque cellule de la rétine au lobe
occipital du cerveau :

o La premiére cellule est articulée avec les cellules visuelles d'une part et avec la
deuxiéme cellule .

e Ladeuxiéme cellule, dont le corps est situé au niveau de la rétine, s'articule avec la
premiere cellule; elle émet un axone qui entre dans la constitution du nerf optique et se
termine dans une formation spéciale appelée corps genouillé latéral.

e Latroisieme cellule fait relais avec la précédente et va du corps genouillé a I'écorce du
lobe occipital du cerveau.

Du fait de I'entrecroisement des fibres des deux nerfs optiques, une partie de ces fibres
va a l'écorce du lobe occipital du coté opposé a celui de I'eeil dont elles sont issues.
(LACOMBE, 2006).

I11. Appareil de protection du globe oculaire

La plus grande partie est contenue et protégée dans l'orbite; seule la partie la plus
antérieure de 1'ceil est vulnérable. Une couche de graisse située entre le globe oculaire et
l'orbite assure la protection de I'ceil.(GUALINO, 2009).

Il comprend :

e Les paupiéres formées par une charpente fibreuse rigide (le trace) et un muscle
(I'orbiculaire), qui permet l'occlusion palpébrale sous la dépendance du nerf facial; le
clignement physiologique permet un étalement du film lacrymal a la surface de la cornée.

e La conjonctive qui recouvre la face interne des paupieres (conjonctive palpébrale ou
trasale) et la portion antérieure du globe oculaire(conjonctive bulbaire ) jusqu'au limbe
sclérocornéen .

- le film lacrymal, qui assure I'humidification permanente de la cornée il est sécrété par la
glande lacrymale principale située de chaque coté a la partie supéroexterne de l'orbite, et par
des glandes lacrymales accessoires situées dans les paupiéres et la conjonctive; il est évacué
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par les voies lacrymales qui communiquent avec les fosses nasales par le canal lacrymonasal.
une diminution de sécrétion lacrymale par une atteinte pathologique des glandes lacrymales
peut étre responsable d'un syndrome sec, mis en évidence par le test de Schirmer et le Break-
Up Time une obstruction des voies lacrymales peut entrainer [l'apparition d'un
larmoiement.(ANONY ME, 2010).
IVV. Maladies ophtalmologique
IV.1.Cataracte

La catarte est une opacification du cristallin.Elle peut étre un motif de consultation en
urgence, notament si elle est consecutive a un diabéte.il convient d’effectuer un examen
Clinique complet afin d’exclure les cause endocriniennes.un traitement chirurgicale de
catarate. (KIERSZENBAUM,2002)
IVV.2.Glaucome

Le glaucoma est une hypertnsio intraoculaire.

Il a pour origine la fermeture de I’angle irido cornéen (par de la fibrine,dusang,un
cristallin luxé).le traitement consiste a démunie la pression intr-occulaire par 1’administration
des medicament. (KIERSZENBAUM,2002)

IV.3. Irritation des yeux

Yeux rouges est le résultat de changements dans les vaisseaux sanguins de I'ceil qui font
que votre ceil regarde rouge ou injectés de sang, il peut se produire dans un ou les deux yeux.
Yeux rouges est habituellement causée par une irritation, une infection ou un traumatisme.
Méme les causes de tous les jours, tels que la toux, les éternuements, les pleurs, et le manque
de sommeil, peuvent entrainer une rougeur dans I'eeil. Yeux rouges est souvent accompagneée
d'autres symptémes oculaires, y compris le brilures, des démangeaisons, des douleurs, des
larmoiements et de décharge.( ANTHONY et al,2008)

IV.4. Infections oculaires

Qu’elles soient bactériennes, virales, parasitaires, ou plus rarement mycotiques, les
infections oculaires font partie intégrante de notre pratique quotidienne. La possibilité de
multiples localisations oculaires, a la surface, dans les segments antérieurs ou postérieurs, ou
parfois au niveau des annexes, 1’existence d’atteintes aigu€s ou chroniques, de Iésions
bénignes ou d’autres directement menacantes pour I’intégrité anatomique et fonctionnelle de
I’ceil, I’incidence variable de ces différentes infections, ajoute au polymorphisme de cet
important chapitre qui concerne potentiellement tous les ophtalmologistes.( BOURCIER,
2009).
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V. Méthode générale pour examiner I’ il
Commencer par observer ’éclat transcendant de la pupille ; ensuite examiner la Roue
du vent, puis porter son attention sur le blanc de I’ceil ; en quatrieéme lieu, juger des paupiéres
et des deux canthus. Ces quatre examens sont I’essentiel de 1’oculistique. Quand on examine
I’ceil, que le patient se tienne debout normalement, corps droit ; trés lentement on léve la
main, avec douceur on écarte les paupiéres. Commencer par observer la pupille : si elle a son
éclat transcendant, elle s’ouvre et se ferme brusquement. Ensuite, examiner la Roue du vent :
si elle se dilate ou se contracte vivement, les trois Ames aériennes hun et les sept Ames
spermatiques po sont exemptes d’affection. En troisiéme lieu, porter son attention sur la Roue
du souffle : exempte d’affection, elle sera humide et lisse. En quatrieme lieu, juger de la Roue
de la chair : en cas d’intégrité, elle s’ouvre et se ferme vigoureusement, et les deux canthus
sont dépourvus d’incarnadin semblable a celui du ver. (ALEXANDRA, 2010).
V1. Traitement
La pénétration d'un corps étranger dans le globe oculaire est une urgence médico-
chirurgicale
VI.1. Traitement médical
Il repose sur:
- une antibiothérapie massive par voie générale et locale.
- une sérothérapie et anatoxinothérapieantitétanique en cas de néecessite.
- les corps étrangers métallique (fer, cuivre) découverts tardivement ou inextirpables
imposent I'administration de chélateur afin de tenter de prévenir une métallose .les
résultats semblent cependant décevants.
- 1l s'agit pour la sidérose de la déféroxamine par voie locale sous conjonctivale et
générale, et pour la chalcosede la D-pénicillamine.
V1.2. Traitement chirurgical
Il repose sur I'extraction du ou des corps etrangers et la réparation des dégats
anatomiques:
- Les corps étrangers oxydables doivent étre obligatoirement extraits.
- Les corps étrangersoxydables de verre étre ou de plomb peuvent étre laissés en place
s'ils sont bien toléres mais ils imposent une surveillance réguliere des deux yeux.
V1.3. Traitement prophylactique
o |l est capital.

e En milieu industriel: les lunettes de protection sont indispensables.
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e Pour les automobilistes le port de la ceinture de sécurité a permis de diminuer la
fréquence des plaies du globe par pare-brise. (TUIL et GANEM-ALBOU, 2000)
V1.4. Traitement phytothérapeutique
L'irritation des yeux est d'origine mécanique : sable, poussiére, vent, froid, élément
gazeux irritant, coup d‘arc,erythéme solaire, etc. 11 conviendra de s'assurer qu'il n'y a pas de
Iésion de la cornée. L'irritation se traduit par une dysesthésie avec réflexe de fermeture des
yeux. L'oeil est peu rouge, mais il peut exister un larmoiement. La vision est conservée et sans
anomalie visuelle dans le champ visuel. On préconisera des lavements oculaires avec des
préparations de plantes seches (infusé ou décocté), soit des eaux florales, soit des collyres prét
I’emploi (GOETZ,2006)
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I. Artemisia HerbaAlbaAsso

L’Artemisia herba-alba (armoise herbe blanche) a été décrite par I'historien grec
Xénophon, des le début du IVe siecle av. J.-C., dans les steppes de la Meésopotamie
(KHIREDDINE,2013). Elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio
Jordan Claudio de AssoydelRio.

C’est une plante essentiellement fourragere, trés appréciée par le bétail comme
paturaged’hiver. Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un golt amer
d’ou son caractére astringent.

Plusieurs noms sont attribuées a I'Artemisia herbaalba Asso; thym des steppes, absinthe
du désert. En Afrique du Nord et au Moyen-Orient, on I'appelle, en communément, (chih) ou
(CHIH KHERSANI) selon les régions.

Au Maroc occidental elle porte aussi le nom de (EL-Guesoum)(QUEZEL et
SANTA,1962) L'Artemisia herbaalba Assoest bien connue depuis I'Antiquité. Elle est citée
dans la Bible a plusieurs reprises avec le nom hébreu. Le nom anglais Wormwood (attribué a
toutes les armoises) fait allusion a son pouvoir vermifuge bénéfique pour I'nomme et le
bétail.(MESSAI, 2011).

Tableau 3: systématique de plante.

NOM VERNACULAIRE Chih

NOM FRANGCAIS Armoise herbe blanche
NOM ANGLAIS Wormwood

NOM LATIN Artemisia herba alba
FAMILLE Composées
CONSTITUANTS Thuyone- Cinéol A Camphre
PARTIES UTILISEES Les parties aériennes
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Figure 15: la plante dans son milieu naturel ~ Figure 16: Artemisia herba-alba A gauche
:souche puissante. En haut, a droite :

au début de la saison de fleuraison (BOULLARD, 2001).
(MESSALI, 2011)
I.1. Nomenclature et taxonomie
Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de
lachasse Artémis; herba-alba signifie herbe blanche.(MESSAI, 2011).

Tableau 4 : Et son nom scientifique est Artemisia herbaalba Asso. Ou Artemisia incultadel
(SEIDEMANN, 2005)

Systématique du plante

Nom binomial : drtemisia herba alba (Asso)

1.3.Répartition géographique

Le genre Artemisia est un membre d’une grande variété de plantes appartenant a la
famille des Asteraceae (Compositae).plus de 300 différentes de ce genre se trouvent
principalement dans les zones arides et semi arides d’Europe, d’ Amérique, 1’ Afrique du nord
ainsi qu’en Asie (PROKSCH etal,1992). Qui abonde au moyen-orient, dans le sud Algérien
et au Maroc, sur sable profonds (BOULLARD,2001).

En commun avec plusieurs d’autres espéce de ce genre, 1’Artemisia herba alba Asso,
plantecarctéristique  du  moyenne-orient d’Afrique du Nord (FEINBRUN et

DOTHAN,1978),est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies
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L’armoise blanche se développe dans les zones bioclimatique qui vont de la partie supérieure
semi-arides a la partie inferieur Subsaharienne.(GHARBI et SAND,2008)
1.4.Description botanique

L'Armoise herbe blanche est une plante herbacéea tiges ligneuses (POTTIER,1981),ces
tige sont rigides et droite(COLINE,2002) et ramifiées, de30a50cm, trés feuillées avec une
souche paisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes éta aspect argente. Les fleurs
sont groupée sen grappes, a capitulestres petites (3/1,5mm) et ovoides. L’involucreest a
bractéesimbriquées, les externes orbiculaires et pubescentes. Le réceptacle florales tenu avec
2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes hermaphrodites (POTTIER,1981).elle se distingue
par un odeur caractéristique d’huile de thymol et un gout amer d’ou son caractere
astringent(ITUCN,2005). Ses caractéristiques morphologiques et physiologiques font d’elle
une espéce bien adaptée aux conditions climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son
feuillage lui permet de réduire la surface transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’eau
(FERVHIVHI et al,2004).

apitule (X7)

Figure 17:Artemisia herba alba Asso(POTTIER,1981).
1.5.Composition chimique de la plante
Sa composition chimique est completement dépourvue d'alcaloides (GSERYRA,2011)

la plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins. Elle contient aussi des anthocyanes, des acides phénoliques et d’autres
substances. Les études phytochimiques ont montrés que I’ivette contient aussi des
ecdystéroides, des diterpénoides, des iridoides et des saponosides acides (BOUDJELAL,
2013).
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Des travaux précédents au Maroc qui montrel'armoise herbe blanche constitue un
fourrage particuliéerement intéressant. En effet, la plante présente un taux de cellulose
beaucoup moins élevé que ne laisse préjuger son aspect (17 a 33 %). La matiere seche (MS)
apporte entre 6 et 11 % de matiére protéique brute dont 72 % est constituée d'acides aminés.
Le taux de B-caroténe varie entre 1,3 et 7 mg/kg selon les saisons ( FENARDJI et al, 1974).
La valeur énergétique de I’armoise herbe blanche, trés faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS),
augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été (0,6
UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de
croissance et la valeur énergétiqgue augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS) (AIDOUD A,
1989). Les plantes de la famille des Astéracees, a laquelle appartient I'armoise herbe blanche,
ont fait I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs
huiles essentielles. Les molécules identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines
et les hydrocarbures acétyléniques (DA SILVA J A, 2004)

Historiquement, I’armoise a été un genre productif dans la recherche de nouveaux
composés biologiquement actifs.les investigation phytochymiques ont monté que ce genre est
riche en sesquiterpéne, monoterpene, flavonoides, et coumarines(KHIREDDINE,2013)

Les principaux mono terpénes identifiés dans le « Chih » sont: Le thuyone, le 1,8-cinéeol
et le thymol. Le thuyone est certainement lI'un des constituants terpéniques les plus bioactifs
de l'armoise, c'est un composé chiral présent a I'état naturel sous deux formes stéréo-
isomériques: l'alpha thuyone et le bétathuyone.Les principaux flavonoides isolés a partir de
I'armoise herbe blanche sont: I'hispiduline, la cirsimaritine. Des flavonesglycosidiques
comme la 3- rutinoside, quercitine et I'isovitexine sont aussi mis en évidence. (AOUADHI,
2010)
1.6.Utilisation traditionnel

L’Artemisia herba alba est trés utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que
reméde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (GHARABI,2008). De loin le plus
fréquemment cité est l'utilisation de I’ Artemisiaherba alba Assodans le traitement du diabete
sucré (TWAIJHA et AI-BADRE, 1988). Plusieurs études scientifiques ont également
prouvées D’efficacit¢é de 1’armoise blanche en tant qu’agent antidiabétique, les
hmanicide,antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, antimalarien, antipyrétique,
antispasmodique et antihémorragique (BOUDJELAL, 2013).
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1.8.Toxicités

A forte dose, I'armoise est abortive, neurotoxique et hémorragique. La thuyone constitue
la substance toxique et bioactive dans I'armoise et la forme la plus toxique est I'alpha-thuyone.
Elle a des effets convulsivantes.(AOUADHI,2010).
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I.METHODOLOGIE ENQUETE ETHNOBOTANIQUE
L'enquéteethnobotanique s'avére indispensable pour la connaissance des plantes
médicinales et leursutilisations. Une vaste connaissance de la facon d’utiliser les plantes
contre les différentesmaladies est fort envisageable dans les zones ou l'utilisation des plantes
est toujours de grandeimportance.
I.1.description et le choix de localité de I’enquéte
Le nombre des fiches d’enquéte ethnobotanique récupérées est de 104 personnes.La
méthode d’échantillonnage utilisée est celle aléatoire simple.les gens enquéte sont pris au
hasard de déférentes couches socio-économiques. Les résultats de 1’enquéte ethnobotanique
de I’arbuste « Artemisia herba alba Asso » ou Chih, dans wilayat Mila, & le est algérien.
e Dans le but
Rassembler le maximum d’information sur usage de notre plante dans la région d’étude
une fiche d’enquéte a été établie sous forme de questionnaire contient 18 questions en arabes
et francais.
Il. MATERIELLE ET METHODE
I1.1.La zone d’étude
La zone d’étude est FERDJIOUA wilayat Mila, La wilaya de Mila est située dans le
Nord-Est Algérien a 464 m d'altitude, et a 33 KM de la mer Méditerranée". Elle est aussi dans
la partie Est de I’Atlas tellien, une chaine de montagnes qui s’étendd’ouest en est sur
I’ensemble du territoire nord du pays (RACHEDI, 2013).
La wilaya est limitee:
* Au Nord Ouest par la wilaya de Jijel.
 Au Nord Est par la wilaya de Constantine.
* A 1'Ouest par la wilaya de Sétif.
* A I'Est par les wilayas de Constantine et Skikda.
* Au Sud Est par la wilaya d'Oum EI Bouaghi.
* Au Sud par la wilaya de Batna( BOUDJEMAA, 2012).
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Jijel Skikda

Oum El Bouaghi

Batna

Figure 18 :Représente la zone d’étude( BOUDJEMAA, 2012).

11.2.Extraction de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso
11.2.1. Récolte de la plante :On a procédeé a la récolte de plante dans la région de Ferdjioua
wilayat Mila (Est de I’Algérie) pendant la moiti¢é du moins novembre,2014 au cours des
matinées ensoleillées.la plante spontanée récolte de la montagne.
11.2.2.Séchage : La plante séchée dans un endroit aéré a 1’abri de la lumiére pendant 15 jours.
11.2.3.L’extraction :De 1’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation dans une
appareille clevenger(Figure 19),la durée de I’extraction a été de 334 heure.Apartir de 100g de
matérielle végétale séche avec 370 ml d’eau dans un ballon de 1L.L’extraction ont répété trois
fois afin de conformer le rendement obtenues par le mode obtenue(BENYOUCEF et al
,2005).
11.2.4. Stockage:L’huile obtenue a été stockée dans des bouteilles en verre bien remplies (95
% de leur capacité) et fermées hermétiquement. Elles étaient gardées au frais a 1’abri de la
lumieére jusqu’a utilisation -4 °C.(DJERROU, 2011).

Tableau 5: Condition opératoires de I’hydrodystilation.

Quantité de matiere végetale séchée () 100
Quantité d’eau (ml) 370
Température max(°C) 100

Temps d’hydrodistillation (h) 3h30mn
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Site sortie <
d’eau tiede
Condensateur
Sortie d’air < Site d’entré
d’eau froid
Site de <
condensation
d’huile
essentielle
Ballon
Chauffe
ballon

Figure 19: appareil d’hydrodistillation de type Clevenger. (photos originale).
11.2.5. Le rendement de I’hydrodistillation
Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’huile
essentielle extraite et la masse de la matiére premiére végétale traitée. Le rendement exprimé
en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R ’[MHE” 100
= |——| X
M MV

R : Rendement de I’extraction en %
M HE : masse de I’huile essentielle extraite en (g)
MMV : masse de matiere végétale séchée et laminé en (g)(BOUKHATEM et al,2010).
11.2.6. Caractére organoleptique
Identification des caractéres organoleptiques de I’huile essentielle de 1’Artemisia herba-
alba, obtenus par hydrodistillation.
11.2.7.Analyse physique de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba
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L’évaluation de la qualit¢é des HE est reliée a la détermination des caractéristiques
physiques (densité, indice de réfraction........ ) et chimique (indiced’acide, d’ester....)
Nous avons déterminé les propriétés physico-chimiques au laboratoireFatti LAB
(Laboratoire de controle de qualité)
11.2.7.1. Propriété physico-chimique
a- densité, avec le densimétre
b- indiced’acidité; selon le titrage avec NaOH 0.1 M (disparition de la couleur rose)
c- indice de réfraction; avec le réfractometre ou qui sont cité , dans le journal
officielle(2012).
d- indice de peroxyde; selon méthode d'iodometrique
e- indice d’iode; selon la méthode de wijis.
11.2.8. Etude Qualitative d’huile essentielle
11.2.8.1.Analyse chimique par GC/MS
Pour compléter I’étude de la composition chimique de I’huile essentielle abordée dans
ce travail, nous avons analysé les échantillons par chromatographie en phase gazeuse couplée
a une spectrométrie de masse.
11.2.8.2. Conditions opératoires de I’analyse par CG-MS
Cette analyse est déroulée dans des conditions précise qui est présenté dans le suivant :

Instruments Parametres Remarque
Injecteur Mode split Manuelle
Température 250 °C
Pression 13.33 psi
Split Ratio 100:1
Colonne Mode Pression constante
phase stationnaire (5%phényl) - méthylpolysiloxane HP 5 MS
Dimension 30 m x 250 pm x 0.25 pm
Type de phase stationnaire Apolaire
T° Max 325°C
GAZ vecteur Hélium N60
Débit 1 ml/min
Four Mode Gradient Température
Programme °C/min Next °C | Hold
min
40 10
5 250 10
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Post run 40°C
Equilibration min 1 min
Temp d’analyse 57 min
Détecteur MS * Mode Spectroscopie de masse

IE 70 eV (Electron ionisation)
Mode d’acquisition Mode full scan (50 M/z to 550 M/z)
Source et ligne de transfert 250°C

L’identification des constituants est basée sur la comparaison de leurs spectres de masse
(CG/SM) respectifs avec les spectres de la bibliothéque déja installer a 1’ordinateur pilote du
systeme.

11.3. Extraction des polyphénols d’Artemisia herba alba Asso
11.3.1. Broyage

La plante séche broyées a I’aide d’un microbroyeurCulatti (France).jusqu’a 1’obtention
une poudre.

11.3.2. L’extraction

Le broyat obtenu (50 g) est mis en macération dans 500ml de méthanol pendant 24
heures. Le surnageant obtenue est filtrée sur du papier Wattman n°1. Le filtrat est évaporé a
60°C a I’aide d’un rotavapor de type BUCHI (France),puis sécher a étuve a 40°C. La pate
obtenue été conservée réfrigérateur. ( NENE et al, 2008).

11.3.3. Calcul du rendement de I’extrait méthanolique

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extraite et la

masse de la matiere premiere végétale traitée. Le rendement exprimé en pourcentage est

calculé par la formule suivante :

R—” E“ 100
= lmvsl *

R : Rendement de I’extraction en %
M E : masse de I’extraite en (g)
M VS : masse de matiere végétale séchée et laminé en (g)(BOUKHATEM et al,2010).
11.3.4. La préparation de I’extrait mére des polyphénols
On a pesée 0.3g de Polyphenols, diluer avec deux réactifs (pour obtenu une solution
saturée)
SMp : on a préparé solution mere de DMSO par 1ml +0.3g d’extrais méthanolique .

SMr. chauffée Tween 80 a une température élever au bain marie pour 1’obtention un densité
plus faible puis a I’aide d’un thermométre ont mesure latempérature 40 °C, on ajoute 1ml de
Tween 80+0.3g d’extrais méthanolique.(MEDDOUR et al, 2013)
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Figure 20: A ; Extrait méthanolique soluble dans le tween 80. B ; Extrait méthanolique
soluble dans DMSO. (photos originale)

11.3.5. Tests phytochimiques
11.3.5.1. Saponosides

Deux gramme de matériel végétale sec et broyé sont utilisés pour préparer une
décoction avec 100ml d’eau. Portéed 1’ébullition pendant 30min. aprés refroidissement et
filtration, on réajuste le volume a 100ml. Le volume final étant de nouveau réajusté a 10ml
d’eau distillée. Les tubes sont agités fortement en position horizontale pendant 15 secondes.
Apres un repos de 15 min en position verticale, on reléve la hauteur de la mousse persistante
en cm. Si elle est proche de 1cm dans X®™ tube,alors I’indice de mousse est calculé selon la
formule suivante:

La présence des saponosides dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a
100.(TREASE ET EVANS, 1987).
11.3.5.2. Epuisement du matériel végétal avec I’éthanol

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 10 g de matériel végétal est mis
en présence de 60 ml d’éthanol. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le
mélange est filtré et I’extrait éthanolique est soumis aux tests suivant (figure21)
11.3.5.2.1. Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de I’extrait
¢thanoliqueavec 1 ml d’HCI concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence des
flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 minutes
(DEBRAYBet al,1971 ; PARISet al, 1969).
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11.3.5.2.2. Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de I’extraitéthanolique,
2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCl3 diluée. Un test révélé parl’apparition d’une
coloration bleu-noire (tanins galliques), bleu-verte (tanins cathéchiques) (TREASE
etEVANS, 1987).
11.3.5.2.3. Composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml de 1’extrait éthanolique avec 2 ml d’cau distillées
20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la

formationd’un précipité rouge-brique (TREASE et EVANS, 1987) .

10z du matériel végetal dans 60 ml d’éthanel (reflux

!

FILTRATI

!

Solution exiractive

: ' ‘

5 ml de solution 1ml de solution + 2 ml 1ml de solution + 2 ml
+HC1 + 05 g de k2o +20 gouttes de h2o +243 gouties de
Me réactif de Fehling + solution de FeCL2
l r
I v !
Coloration rose ou Précipité rouge-hrigue Coloration Coloration
rouge (en Imin) l hlenvert lﬂml-linim
Flavonoides Composés rédudeurs Tains Tanins
( Debrayh etal, 1971 ; ([ Trease et Frans, cathéchiques galliques
Paris et al, 1969) 1987) ( Trease et { Trease et
Evans, 1987) Evans, 1987)

Figure 21: Testes phytochimiques 1
11.3.5.2.4. Autres métabolites secondaires
A- Stérols et Triterpénes
Elle se fait sur une macération de 24 h a 5 % dans I’éther. L’extrait éthérique estensuite
évaporé a sec et repris avec de I’anhydride acétique puis du chloroforme. Déposer aufont du

tube contenant 1’extrait de 1’acide sulfurique. En cas de réaction positive il se formeun anneau
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rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides, la couchesurnageant était
verte ou violette (Figure 22)(TREASE ET EVANS, 1987).

B- Alcaloides

Nous avons procédé a une macération sous agitation pendant 24 h de 10 g de la poudre

végetale dans 50 ml de H2SO4 dilué au 1/10 & la température ambiante du laboratoire. Apres
filtration sur un papier lavé a I’eau distillée et de maniére a obtenir environ 50 ml de filtrat,
1ml du maceéré est introduit dans deux tubes a essai puis 5 gouttes de réactif de Mayer ont été
ajouté dans le premier tube et 5 gouttes de réactif de Wagner ont été ajouté dans le deuxiéme.
La présence d’une turbidit¢é ou d’un précipité, apres 15 minutes indique la
présenced’alcaloides (Figure 22).(PARISet al, 1969).

C- Anthocyanes
2 ml d’infusé aqueux sont ajoutés a 2 ml de HCI. L’apparition d’une colorationrose- rouge qui
vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présenced’anthocyanes (Figure

22).(DEBRAYBet al, 1971 ; PARIS et al, 1969).
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Figure 22: Testes phytochimiques 2.
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11.3.6. HPLC analyse des poly phénols

L’analyse est réalisée par un HPLC (le non de I’appareille) au niveau du laboratoire des
substances bioactive au centre de recherche biotechnologique Bordj Cerdine Tunisie et
d'identifier les composés individuels dans les échantillons exige le remplacement des
méthodes traditionnelles par des techniques séparatives. L’HPLC est sans doute la technique
analytique la plus utile pour caractériser les composés polyphénolique(SWADESH, 2001).

e Principe

20 ul de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de type phase inverse Hypersil
ODS-C18, de dimensions égales a (5um ; 4,6mmx250mm). La phase mobile est constituée de
deux éluant ;(B :acetonitrile,C : eau a 0,2% acide formique). Le gradient d’élution appliqué
est de type isocratique étalé sur 30 min. Le débit est de 0.7 ml/min.

La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde égale 280
nm.
11.4. Tests d’innocuité de ’huile de Artemisia herba alba Asso chez le model lapin
11.4.1. Animaux et conditions d’hébergement et d’alimentation

Des lapins en bonne santé, (de race néo-zélandaise, blancs, males, pesant entre 2,1 et 3,2
kg), ont été achetés chez des fournisseurs et utilisés pour ces études. Les animaux ont été
gardés dans des cages individuelles dans un environnement standard, avec une température
ambiante et un cycle de 12 h de lumiere-obscurité. Les animaux ont été acclimatés aux
conditions normalespourune période avant le début des différents tests. Toutes les
procéduresexpérimentales ont été adoptées en conformité avec les directives internationales

deprotection des animaux.

3,5

3

2,5
2

1,5

poids en Kg

1

0,5

0
LOT.I LOT.II LOT.IN LOT.IV

Figure 23: Représentation graphique du poids des lapins.
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Figure 25: chague lapin dans une cage individuelle (photos originale)
11.4. 2. Effet irritant /corrosif aigu sur les yeux

On a procédé en conformité avec la ligne directive de I’OCDE n° 405 pour
I’évaluationdes produits chimiques.

L'objectif de cette étude est de déterminer le potentiel de 1’huile essentielle d 'Artemisia
herba alba Assoproduire une irritation suite a une instillation unique par voie oculaire, puis
déterminer la possibilité despolyphénols dans le traitement ophtalmique.

Le test a été effectué sur 16 lapins blancs, néo-zélandais, de sexe male. Les deux yeux
de chaque animal susceptibles departiciper a I’essai ont ét¢ examinés dans les 24 heures
précédant le début de 1’essai, envue d’écarter les animaux qui présentent des signes

d’irritation oculaire, des défautsoculaires ou une Iésion de la cornée.
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L’essai consiste en une application unique de 0,1 ml de ’huile essentielle dansle sac
conjonctival de 1’ceil gauche de chaque lapin 1/10ml (ou 100 mg pour substance solides).Les
paupieres supérieures et inferieures ont été delicatement maintenues ensemble pendant
environ une seconde avantde relacher pour minimiser la perte de I'huile d'essai (Zhu et al,
2009).

Leringage est effectuée pour chaque individu dans un lot (I, 11,111, 1V) par S.ph, poly
T80,poly DM et le médicament : Collyre bleu®respectivement.2secondes aprés installation et
chez les autre 4 seconde apres 1’installation et 6 secondes apres le traitement.

Les yeux nontraités droits ont été servi de témoins.Les animaux ont été observés a 1 h,
24,48, 72 h, 4 et 7 jours apres l'instillation, les yeux delapins ont été observés et évalues selon
la méthode de (DRAIZEzet al, 1944).

Systéme de traitement chez les lapins

' ' ' v

LOTI LOTTI LOTIII LOTIV
straité par HE straité par HE +Traité par HE +Traité par HE
*Rincé par I'ean *Rincé polyphénals *Rincé par polyphénols *Rincé par médicament

solubilisé en Tweenf0 solubilisé DMSO

1 i
2B S T S ZE ZE T N T T S N N TR

I L I T m I II; T 1, I I T n, 1L m T
& ) 6) HE) &) &) 6)Twem 80) (2) 4 ) OMsO) @) &) (6s) nonal

Figure 26:Représentation le systéme de traitement chez les lapins

L’index d’irritation est la somme de scores obtenus pour la cornée, I’iris et les
conjonctives palpébrale et bulbaire. Dans le systéme d’évaluation proposé par draize, les
Iésions de cornée et de ’iris ont, a juste titre, beaucoup plus d’importance que les Iésions
conjonctivales.

Tableau 6: évaluation des lésions oculaire (DRAIZEet al, 1944)

score
1.conjonctives (palpébrale et bulbaire)
A) chemosis
-pas de gonflement 0
-léger gonflement 1
-gonflement évident avec inversion partielle des paupiéres 2
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-gonflement avec paupiéres environ a moitié closes 3

-gonflement avec paupiére presque complétement fermées 4

B) écoulement

-nul 0
-supérieure a la normale 1

- écoulement entrainant une humidification des paupiére et des cils adjacents 2

- écoulement entrainant une humidification d’une surface importante autour des yeux 3

C)rougeur

-vaisseaux normaux 0

-vaisseaux certainement dilatés 1

-rougeur diffuse, les vaisseaux ne sont plus individuellement discemables 2

-rougeur intense 3

Score : (a+ b +c) x 2 (maximum possible : 20)

2.iris (D)

-normal 0

-injection,congestion,gonflement,réagissant encore a la lumiére 1

-aucune réaction a la lumiére,hémorragie ;distruction importante 2

Score : a x5 (maximum possible 10)

3.cornée

E)opacités :

-pas d’opacité 0

-clairsemées,les détails de 1’iris sont encore nettement masqués 1

-zones translucides aisément découvertes, les détails de I’iris sont I’égerment masqués 2

-zones opalescentes, les détails de I’iris ne sont plus visibles, le degré de dilatation de la pupille 3

est a peine discemable

-opaque : iris invisible 4

F) surface de la cornée atteinte :

-un quart au moins 1

-entre un quart et la moitié 2

-entre la moitié et les trois quarts 3

- plus des trois quart 4

Score a x b x 5 (maximum paossible :80)

A la fin de I'expérience, les animaux ont été mis & jeun pendant une nuit, et pour les

analyses hématologique et biochimique.
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I1.5. Analyses hématologiques
Des parametres hématologiques ont été réalisés de facon manuelley compris
I'hématocrite, la numération des globules blancs (GB), ¢’est hémogramme.
11.5.1.Matérielles utilisé
11.5.1.1. Appareille utilisé

e Centrifugeuse hématocrite 210

— Boutonsde
controle

—» Couverturede
centrifugeuse

> Alimentation
électrique

—* Bouton
d’ouverture la
couverture

Figure 27:Centrifugeuse hématocrite fermé horizontalde type Hettich(Photo originale)

Porteur des capillaires
calibrés

Un abaque de
lecture

Figure 28: (A), centrifugeuse hématocrite ouvré. (B), capillaire remplis de sang apres une
centrifugation (photos originale)

e lacellule de malassez

__, Espacedéposer
I’échantillon
— > Lame

dénombrement

5 Lamelle

Figure I 1: Hématimetre de malassez (photo originale)
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microscope

Figure 29 : Microscope optique de type OPTIKA( photo original).

11.5.1.2. Réactifs

e Lazarus:
*Bleu de méthylene.................... 0,25¢g
eAcide actique........ovviiniiiiii e Sml
sBaudistillé ... 100ml

11.5.1.3. Mode opératoire d’hémogramme.
11.5.1.3.1. Réaliser un microhématocrite(HANSENet al,1995)

a-

b-

Préparer le matériel (microtubes , pate a scellement, coton ou papier sec et imbibé
d'eau de Javel, gants pour risques biologiques)

Mettre des gants pour risque biologique. Prendre le tube de sang (quelgques gouttes au
fond d'un tube verre) et I'agiter doucement.

Plonger le microtube dans le sang et le laisser monter par capillarité jusqu'a environ un
centimétre de I'extrémité en inclinant le tube de sang.

Sortir le microtube et essuyer I'extérieur avec un coton ou papier sec soigneusement en
le maintenant horizontal.

Piquer l'extrémité du tube n'ayant pas été en contact avec le sang dans la pate a
scellement en le maintenant horizontal aprés avoir pris soin auparavant de dégager un
volume équivalent a celui du bouchon de pate.

Passer un papier imbibé d'eau de javel a 1,2 degrés sur I'extérieur du microtube.
Déposer le microtube dans la centrifugeuse a microhématocrite, coté obturé vers
I'extérieur contre le joint. Fermer les deux couvercles avant de centrifuger a vitesse et

temps optima.
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h- Prendre le tube centrifugé, le placer sur I'abaque pour en faire la lecture.
11.5.1.3.2.Etude quantitative des globules blancs(GB) (BOSSUYT et al,2001)
Dans le but de déterminer le nombre de GB présent dans un volume de sang totalen

réaliser cette technigque par ces étapes :

*bien agiter le flacon de sang.

*la dilution se fait dans autre tube de verre qui contient (380 pl de lazarus +20 pl de sang)

*Homogénéiser le contenu

elaisser reposer 2a3 minutes pour permettre aux globules de se poser.

*met les échantillons sur la cellule et couvris avec lamelle

scompter le nombre de GB présent dans 4 bande(I’écart ne doit pas dépasser 10 éléments).

*Calcul :

GB/mm 3 = N/4 x 20 x10

N : le nombre compté dans les 4bandes.

20 : le coefficient de dilution.

10 : le nombre de bandes dans I’hématimétre.
11.6. Dosages biochimiques
11.6.1.Appareillages

e Centrifugeuse

T Couverture de
centrifugeuse
Alimentation
électrique

—  Porteur
des tubes

» Chiffred’écran

=———» Boutonsde
controle

Figure 30 :Centrifugeuse horizontal de type niive(photo originale)
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e spectrophotomeétre

Alimentation
électrique

Ecran

digitale
Bouton pour

I’absorption

Tuyau
absorbable

Figure 31: spectrophotométre d’absorption de type photochem one (photos originale)
11.6.2. Autres matériel
e Tubes a essai.
e Portoir des tubes
e Micropipette (de 1000ul et de 10 ul)
e Des embouts de micropipette de différente taille
e une plaque de pate a scellement
11.6.3. Réactifs
Le Kit de dosage de Cholestérol totale, le Kit de dosage d’urée, le kit de dosage de
créatinine, le kit de dosage de TGO et le kit de dosage de TGP sont achetés du
BIOMAGHRERB.
11.6.4. Méthodes
Le dosage a été réalisé au niveau de laboratoire d'établissement public DJILANI BEN
OMAR d'EL-OUED.
11.6.4.1. Méthode de prélevement des échantillons
Le préléevement sanguin s'effectue pendant les sacrifier les lapins, le sang remplis les
tubes et ont été recueillis dans des tubes contenant EDTA (tube d'anticoagulant), n'oublier pas
de mélanger bien le contenue de tube d'EDTA.et des tubes sec. Les échantillons de sang
prélevés sont récupéres dans des tubes sec qui subit une centrifugation 4000 tours/minute
pendant 2 minutes, puis on récupére le sérum pour le dosage des différentes parametres.
11.6.4.2. Anatomie pathologiqueet histologie
La présente etude, tous les animaux traités ou non traités ont été soumis a une autopsie

générale compléte et qui a comporté : I'examen de 1’ceil, et cerveau. Les organes et tissus
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suivants ont été conservésdans un milieu approprié (Formaldéhyde 10 9%).les coupe
histologique a été effectuer dans le centre de BEN BORDI-EI-Oued et laboratoire
duDrNIHA-Annaba.
11.6.4. 3. Analyse statistique

Les données sur l'irritation sont présentées comme des scores visuelshbasés sur la
méthode de Draize, et I’indice d’irritation primaire (IOI) a été calculé. L'évaluation statistique
est effectuée par le test T de student. Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et
écart-types (ES) pour 16 lapins répartie en 4 groupes. Alors, on utilise un logiciel MINITAB
14 et EXCEL (office 2010)qui nous aident pour faire les tests.
NS: Différence non significative P > 0.05
*: Différence significative P < 0.05
**: Différence hautement significative P < 0.01

***. Différence tres hautement significative P < 0.001
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I. Résultats
I.1. Enquéte ethnobotanique
Le questionnaire auprés (104 participants) permet de recenser une plante d’espéces
spontanées a caractere médicinale qui sont considérées comme une plantele plus connues et
le plus utilisables par la population autochtone. Nos investigations ont permis de faire
ressortir une importante utilisation du plante qui :Artemisia herba alba Asso
Pour une meilleure étude et connaissance cette espéce précédente, on a basé sur des
différents parametres :
1.1.1.Analyse des données concernant le profil de I’'informateur
e Selon sexe
Dans la zone d’étude, on a remarqué que les femmes ont une connaissance
relativement élevée par rapport aux hommes, soit 58% contre 42% (Figure 32). Cela est
dd au fait que les femmes profitent mieux des vertus médicinales pour soulager les

douleurs.

Mascu

Fémin ’
i lin

n

Figure 32 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

le sexe.

Tableau 7:Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique

selon sexe.
Effectifs Pourcentage
Masculin 44 42, 30%
féminin 60 57,69%

e Selon I’age
Notre étude a porté sur 104 personnes dans différents endroits de la région d’étude, Les

extrémes d’age des patients oscillant de 18 a plus de 60 ans, la majorité des participants soient
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(68%) sont dans la tranche d’age36- 60 ans, ce qui traduit la transmission du savoir empirique

traditionnel des personnes agées vers les jeunes(Figure33)

(18-25)
ans

plus de 60
ans

(26-35)
ans

Figure 33 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon 1’age.

Tableau 8: Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique

selon 1’age.

Effectifs pourcentage
(18-25) ans 12 11,53%
(26-35) ans 29 26,92%
(36-60) ans 70 67,30%
Plus de 60 ans 10 9,61%

e Selon la connaissance

Dans la zone d’étude,toutes les personnes 100% connaissez 1’armoise blanche.

Oui

Figure 34: Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon la connaissance.
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Tableau 9: Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique

selon la connaissance.

Effectifs pourcentage
Oui 104 100%
Non 0 0

e Selon le nom de connaissance
Dans la zone d’étude, nos résultats présentés que toutes les personnes 100% connaissez

Artemisia herbaalba Asso sous le non de Chih.

Figure 35 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon le non de connaissance.

Tableau 10:Résultats d’étude statistique descriptive de 1’enquéte ethnobotanique selon

le non connaissance

Le nom Effectifs pourcentage
El-Chih 104 100%
Armoise blanche 0 0%
Artemisia herbaalba 0 0%
Asso
Autre noms 0 0%
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e Selon 'utilisation

Nos résultats présentés que toutes les personnes 100% utilisez Artemisia herbaalba

Asso.

S

Figure 36 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon 1’utilisation.

Tableau 11: Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique

selon 1’utilisation.

Effectifs pourcentage
Oui 104 100%
Non 0 0

Selon les domaines d’utilisation

Plus de la moitié de nos personnes (96%) étaientutilisezdans le domaine thérapeutique

et (86%) utilisezdans le domaine culinaire, par contre moins de moitié utiliser la plante dans

le domaine veétérinaire (28%) et (48%) dans le domaine fourragere.

fourrage

re thérapeu

tique

vétérinai
re

culinaire

Figure 37:Représentation statistique descriptive des résultats I’enquéte ethnobotanique

selon les domaines d’utilisation.
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Tableau 12:Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique selon

les domaines d’utilisation

Domaines d’utilisation Effectifs pourcentage
Thérapeutique 100 96,15 %
Culinaire 90 86,53 %
Vétérinaire 30 28,84 %
Fourragére 50 48,07 %

e Selon la source de la plante

La source d’approvisionnement de plante utilisée dans la région d’étudeest les
herboristes avec un taux de (61%) et la cueillette avec un taux (21%) cela est expliqué par la
disponibilité des plantes et la facilit¢ de les obtenir chez les herboristes que d’aller les

chercher dans différent endroits pour les cueillir.

autre
source Herborist

es

cueillette

Figure 38 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon
la source de la plante.

Tableau 13: Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique selon
la source de la plante.

la source Effectifs pourcentage
Herboriste 63 61%
Cueillette 22 21%
Autre source 20 19%
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e Selon la partie utilisée
Dans notre étude nous avons trouvé que les parties aériennes, les feuilles sont les

organes les plus utilisés dans les préparations traditionnelles de plante avec un taux de 100%
92% respectivement. Cela est di a la disponibilité de la plante et la partie utilisée dans la

préparation préconisé selon les ancétres.

partie
aérienne

Feuilles

Figure 39 : Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

la partie utilisée.

Tableau 14:Résultats de étude statistique descriptive de du 1’enquéte ethnobotanique selon la

partie utilisée.

la partie utilisée Effectifs pourcentage
Plante entiére 0 00 %
Partie aérienne 104 92,30 %
Sommités fleuries 0 00 %
Feuilles 96 00 %
Racines 0 00 %
Autres 0 00 %
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¢ Selonle mode d’utilisation
Dans notre enquéte nous avons trouvé que les personne qui utilisée la plante en état
séche (94%) et les personne qui utilisée fraiche (62%), par contre les personne qui utilise la

plante seul est (96%) et associée (48%).

Associée

Seche

Seul

Fraiche

Figure 40 :Représentation statistique descriptive des résultats I’enquéte ethnobotanique

selon le mode d’utilisation.

Tableau 15:Résultats de étude statistique descriptive de du I’enquéte ethnobotanique

selon le mode d’utilisation.

le mode Effectifs pourcentage
Apres séchage 98 94,23 %
Fraiche 65 62,5 %
Seule 100 96,15%
Associée 50 48,07 %

e Selonla voie d’utilisation
La voie d’utilisation de la plante dans la région d’étude est la voie externe (98%) et

interne avec un taux (57%).

externe

interne

Figure 41 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

la voie d’utilisation.
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Tableau 16:Résultats d’étude statistique descriptive de 1I’enquéte ethnobotanique selon la

voie d’utilisation.

la voie d’utilisation Effectifs pourcentage
Interne 12 98,07 %
Externe 60 57,69 %

e  Selon le mode de préparation

D’apres I’enquéte le mode de préparation de la plante varie en fonction de I’efficacité
du mode vis avis la plante. Le mode de décoction est le mode le plus dominant (43%).Ce
pourcentage montre que la population locale fait confiance a ce type de préparation et le
trouve adéquat pour réchauffer le corps et désinfecter la plante. La préparation en poudre est
indiquée avec un taux de 28%. L’infusion 16 %et la macération 18%. Ces préparations sont

pratiquement toutes prescrites en boisson.

macération

décoction

infusion

poudre

Figure 42 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon le mode de préparation.

Tableau 17:Résultats d’étude statistique descriptive de 1’enquéte ethnobotanique selon

le mode de préparation.

le mode de préparation Effectifs pourcentage
Décoction 45 43 %
Poudre 29 28 %
Infusion 17 16 %
Macération 19 18 %
Divers 02 02 %
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. Selon les maladies traitées

L’Artemisia herba alba Asso est trés utilisé en médecine traditionnelle lors d’un

désordre gastrique tel que la diarrhée avec un taux (96%) et les douleurs abdominales (99%),

antidiabétique (86%), antiparasitaire (19%),autre maladie (9%).

autre
maladie

antidiabéti
que

antiparasit
aire

douleurs
abdominal
es

diarrhée

Figure 43: Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon les maladies traitées.

Tableau 18:Résultats d’étude statistique descriptive de 1’enquéte ethnobotanique selon

les maladies traitées.

les maladies traitées Effectifs pourcentage
Diarrhée 100 96%
Douleurs abdominales 103 99%
Antidiabétique 89 86%
Autre maladie 09 09%
Antiparasitaire 20 19%
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e  Selon le respect de posologie
Presque toutes les personnes ne respectent pas la posologie lors de I’administration avec

un taux (86%), par contre les personnes qui respectent la posologie (19%).

Oui

Non

Figure 44 :Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon
la respecte de posologie

Tableau 19:Résultats de étude statistique descriptive de I’enquéte ethnobotanique selon la
respecte de posologie.

Effectifs pourcentage
Oui 20 19%
Non 89 86%
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1.2. EXTRACTON DES HUILES ESSENTIELLES
1.2.1.Le rendement de ’HE
Le rendement de I’HE de la plante est présente dans le tableau 20 Les résultats
obtenu sont des moyennes de trois répétions de L’échantillon d’Artemisia
herbaalbaAsso
Tableau 20:Rendement d’HE

Rendement plante Moyenne de rendement
Prise Durée (heurs) séche (%) de chaque de plante seche(%b)
prise
1% 3h30mn 0,80
2°me 3h30mn 1,92 1,42
3me 3h30mn 1,56

Le résultat du tableau00.montre que 1’extraction a partir de la plante séche
donne un rendement tres important.
1.2.2. Caracteres organoleptique
Les caractéres organoleptique de L’HE de L’Artemisia herbaalba Asso, obtenus
par hydrodistillation, sont présentés dans le tableau 21, si dessous :
Tableau 21:caractéres organoleptiques de I’HE 1’ Artemisia herba-alba.

Origine Caracteres organoleptiques
Aspect Couleur Odeur
HE obtenus au Fluide jaune vif Une forte odeur
laboratoire

1.2.3. Les caracteristiques physico-chimiques

Les resultats de calcule des caracteres physico-chimique de I’HE d’Artemisia
herbaalba Asso obtenus par hydrodistillation sont évalué et enregistrés dans le tableau
22

Caractéristiques Essence d’Artemisia herba-alba
Densité 0.933
Indice d’acidité 3.87%
Indice de réfraction 1.464
Indice de peroxyde 16.049méq/Kg
Indice d’iode 5.333
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1.2.4. Analyse chimique par CPG/MS

Abondance
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Figure 45 :Spectre CG de I’huile essentielle d” Artimisia herba alba Asso

L’analyse quantitative de I’huile essentielle de la plante d’Artemisia herba-alba

par CG/MS montre la présence de plusieurs composés, dans le tableau suivant :

Tableau 22:composition chimique de I’'HE d’Artemisia herbaalba Asso

Composés TR Area Area%
1,3-cyclopentadiene 4,259 1807194 0,07
NC 4,383 274926 0,01
butanoicacid 4,437 734611 0,03
Salven 4,476 5650690 0,24
Cyclononene 4,596 441287 0,01
NC 4,862 164604 0,007
NC 5,145 7672086 0,33
Tricyclene 5,369 5676641 0,24
Bicyclo(3.1.0)hex-2-ene,2methyl-5-(1-methylethyl) 5,412 596129 0,02
a-Pinene 5,507 | 13364516 0,58
Camphene 5,689 | 97167049 4,25
Bicyclo(3.1.0)hex-2-ene,4Amethylene-1-(1-methylethyl) 5,744 | 3621302 0,15
Sabinene 5,944 | 11054973 0,48
B- Pinene 5,994 4251246 0,18
Cyclopenten-1-one,3-methyl 6,054 552847 0,02
p-Myrcene 6,093 9610031 0,42
Benzene,1,2,3-trimethyl 6,158 7744219 0,33
Phellandrene 6,259 | 2390297 0,10
Benzene,(2-methyl-1-propenyl) 6,335 1149555 0,05
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a-Terpinolene 6,376 1951709 | 0,08 |
Cymene 6,449 | 22602982 0,99
Eucalyptol 6,526 | 210535928 | 9,22
NC 6,59 1327865 0,05
NC 6,673 | 1062024 0,04
Dodecane 6,709 877948 0,03
Gamma,-terpinene 6,751 7217857 0,31
Enylbutanoate 6,839 6166524 0,27
2H-pyran,tetrahydro-2-(2-(methylenecyclopropyl)ethoxyl 6,872 936352 0,04
NC 6,944 | 2713106 0,11
Imethyl 6,988 1048311 0,04
NC 7,011 | 2632525 0,11
a-Thujone 7,17 | 476475684 | 20,88
Thujone 7,245 | 209772189 | 9,19
NC 7,309 | 191009152 | 8,37
Sothujol 7,371 | 6352183 0,27
NC 7,419 | 15260339 0,66
NC 7,441 | 11248503 0,49
Camphor 7,484 | 536943730 | 23,53
NC 7,557 | 12379731 0,54
Pinocarvone 7,589 | 28772021 1,26
Borneol 7,615 | 64249130 2,81
Terpinen-4-ol 7,676 | 20684518 0,90
Carvacol 7,71 6028434 0,26
NC 7,755 5828544 0,25
NC 7,805 | 12374373 0,54
Pipertirol 7,858 7773404 0,34
Verbenon 7,895 | 7714912 0,33
NC 7,927 1950791 0,08
Cumenol 7,951 | 4425880 0,19
Isobornyl formate 8,009 | 4681954 0,20
a-terpinolene 8,076 | 11011839 0,48
Piperitone 8,158 | 16942140 0,74
Isophorone 8,259 6034207 0,26
NC 8,285 3177866 0,13
Bicyclo(2,2,1)heptan-2-ol,1,7,7-trimethyl-,acetate,(1S-endo) 8,327 | 11494453 0,50
Thymol 8,387 | 4620456 0,20




Chapitre
Résultats et Discussion

NC 8,423 | 2030183 0,08
Eucarvone 8,452 2957071 0,12
NC 8,505 | 8710533 0,38
NC 8,531 | 21379363 0,93
2-Pinen-4-one 8,616 924358 0,04
a-farnesene 8,674 | 4513332 0,19
Eugenol 8,709 1440575 0,06
NC 8,732 | 1560557 0,068
NC 8,758 | 2370424 0,10
Endobornylacetate 8,807 2687528 0,11
NC 8,865 | 12440157 0,54
Cis-jasmone 8,919 | 12429487 | 0,544
NC 8,968 | 2040802 0,08
Allylphenylsulfide 9,008 3424938 0,15
Trans-caryophyllene 9,095 | 3874864 0,16
NC 9,169 | 3304577 0,14
3-Methyl-3-(3’-methyl-2’-butenyl)furan 9,262 3350774 0,146
Alloaromadendrene 9,321 | 3952439 0,17
NC 9,363 | 3724091 0,16
Germacrene-D 9,425 6206217 0,27
Bicyclogermacrene 9,51 4593668 0,20
Delta-cadienene 9,612 | 3402455 0,14
NC 9,773 814125 0,03
ArtemisiaKetone 9,88 5331653 0,23
Spatulenol 10,016 | 13446549 0,58
Caryophylleneoxide 10,08 6162841 0,27
Veridiflorol 10,133 | 8440366 0,36
NC 10,175 | 1926188 0,08
Ledol 10,213 | 4036511 0,17
NC 10,261 | 2490232 0,109
NC 10,333 | 1571791 0,068
NC 10,37 1993549 0,087
NC 10,421 | 3533619 0,15
NC 10,486 | 2300094 0,100
NC 10,538 | 2177370 0,095
NC 10,617 | 2482629 0,10
NC 10,739 | 620172 0,02
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NC 10,796 | 2281628 0,09

Eicosane 11,122 299192 0,01
n-eicosane 15,86 331573 0,01

Totale : 84,42 %

1.3.Extraction des polyphénols d’Artemisia herba alba Asso
1.3.1. Le rendement de I’extrait méthanolique

Le rendement de ’extrait d’Artemisia herba alba présente dans le tableau 24
Les résultats obtenu sont des moyennes de trois répétions de trois échantillons
d’Artemisia herba-alba

Tableau 23:Rendement de I’extrait méthanolique

Rendement plante Moyenne de rendement
Prise Durée (heurs) séche (%) de chaque de plante seche(%o)
prise
1% 24h 6.75
2°8me 24h 6,62 6,73
3eme 24h 6,83

1.3.2. Tests phytochimiques
Les résultats des tests préliminaires montrent la richesse en principes actifs
principale les résultats des tests sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 24:les principes actifs

Les composés Existence dans la plante
Saponosides 1=150>100 +)

Flavonoides (+)
tanins galliques )
tanins cathéchiques (+)
Composés réducteurs (+)
Stérols et triterpénes (+)
Alcaloides (+)
Anthocyanes )

(+) détecté  (-) non détecté
1.3.3. Analyse des poly phénols par HPLC

Les polyphénols contenus dans chaque extrait analysé ont été identifies par la
comparaison des temps de rétention obtenus par ceux des témoins. Notre résultats

montre que les polyphénols d’Artemisia herbaalba AsSo constitué de :
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Figure 46 : Chromatographie des polyphénols d’Artemisia herba alba Asso.

Tableau 25 : Composition chimique de polyphénols d’Artemisia herbaalba Asso

N° pic | Temps rétention Area Area% Composés
7 5,65594053 718,663696 24,52 inconnu
8 5,95365238 219,742142 7,49 acide caféique
10 9,63551807 135,772217 4,63 acide phloretique
9 7,2023468 226,62439 7,73 inconnu
4 4,61863184 168,736221 5,75 acide tannique
11 10,313797 168,631577 5,75 inconnu
6 5,37264013 202,616455 6,91 acide gentisique
1 3,47576118 62,4312172 2,13 inconnu
3 4,37960577 539,97821 18,42 inconnu
12 11,4684267 154,32605 5,26 inconnu
2 4,19813347 183,993744 6,27 inconnu
5 4,80742264 149,044205 5,08 acide chlorogenique
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1.4. Effetirritant /corrosif aigu sur les yeux

Tableau 26 : Détermination les moyennes d’irritation oculaire suite a ’instillation de 1’huile essentielle d’ Artemisia herba-alba, rincé par

sérum physiologique

LOT Lot I (sérum physiologique)

Lap 1(2S) 2(4s)  3(6s) Temoin (HE)

Temps 1h 1] 2J 3J 4] 7J
Somme 32 24 18 17 17 17
des 1.0.1

1.0 8 6 4,5 4,25 4,25 4,25
Score | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée
moyen
par zone 8 0 0 6 0 0 45 | 0 0 425 | 0 0 425 | 0 0 425 | 0 0

Conj: conjonctive, 1.0.1. : indice oculaire individuel, 10 : moyenne 1.0.1, h : heure, J: jour, Lap: lapin. LOT : lotissement

Tableau 27 : Détermination les moyennes d’irritation oculaire suite a I’instillation de I’huile essentielle d’ Artemisia herba-alba, rincé SMT

LOT Lot Il SMt
Lap 1(2S) 2(4s)  3(6s) Témoin (tween 80)
Temps 1h 1] 2] 3J 4] 7]
Somme 24 18 18 18 16 14
des 1.0.1
1.O 6 4,5 4,5 4,5 4 3,5
Score Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée
moyen
par zone 6 0 0 45 | 0 0 45 | 0 0 45 | 0 0 4 0 0 35 | 0 0

Conj: conjonctive, 1.0.1. : indice oculaire individuel, 10 : moyenne 1.0.1, h : heure, J: jour, Lap: lapin, LOT : lotissement
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Tableau 28 : Détermination les moyennes d’irritation oculaire suite a I’instillation de I’huile essentielle d’ Artemisia herba-alba, rincé SMD

LOT Lot 111 SMp

Lap 1(2S) 2(4s)  3(6s) Témoin(DMSO)

Temps 1h 1] 2] 3] 4] 7]
Somme 26 26 26 26 16 16

des

1.0.1

1.0 6,5 6,5 6,5 6,5 4 4
Score | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée
moyen

par 65 | 0 0 65 | 0 0 65 | O 0 65 | O 0 4 0 0 4 0 0
zone

Conj: conjonctive, 1.0.1. : indice oculaire individuel, 10 : moyenne 1.O.1, h : heure, J: jour, Lap: lapin, LOT : lotissement

Tableau 29 : Détermination les moyennes d’irritation oculaire suite a I’instillation de I’huile essentielle d’ Artemisia herba-alba, rincé

Médicament collyre bleu.

Lot 111 (Médicament)

LOT
Lap 1(2S) 2(4s)  3(6s) Témoin
Temps 1h 1] 2] 3J 4] 7]
Somme 14 12 8 4 2 2
des 1.0.1
1.O 3,5 3 2 1 0,5 0,5
Score Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée | Conj. | iris | Cornée
moyen
par zone | 3,5 0 0 3 0 0 2 0 0 1 0 0 0,5 0 0 0,5 0 0

Conj: conjonctive, 1.0.1. : indice oculaire individuel, 10 : moyenne 1.0.1, h : heure, J: jour, Lap: lapin, LOT : lotissement
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I.5. Effet des essais sur les parametres hémato-biochimiques chez les lapins
1.5.1. Résultats de I’analyse de concentration de glucose (n=15) chez la population des
lapins essais

Tableau30:La concentration de glucose (g/l) chez la population des lapins essais

LOT Glycémie (n=15)
Moyenne £ ES Moyenne £ ES
(Témoin)
LOT | 0,882+ 0,090**
LOT Il 0,762+0,0903* 0,600+0,008
LOT I 0,846+0,090*
LOT IV 0,823+ 0,122"°
0,9
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Figure 47 : Effet de traitement sur de la glycémie (g/l) chez les lapins.

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) de la concentration de glucose Chez le groupe traité par médicament, et
qu'il y a une variation significative (P < 0.05) Chez le groupe traité par polyphénols, et une
variation hautement significative (P < 0.01) Chez le groupe traité par I’eau physiologique par

rapport au témoin.
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1.5.2. Résultats de I’analyse de concentration de TGO (n=15) chez la population des
lapins essais

Tableau 31 : La concentration de TGO (UI/I) chez la population des lapins essais

LOT concentration de TGO (n=15)
Moyenne £ ES Moyenne £ ES
(Témoin)
LOT I 76,0+ 26,8"°
LOT Il 72,25+16,54 69,0+ 0,82
LOT Il 72,7425 4"
LOT IV 80,3+ 18,2\
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Figure 48 : Effet de traitement sur la concentration de TGO (UI/I) chez les lapins

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) la concentration de TGO chez les quatre groupe de lapins a déférente
essai par rapport au témoin.
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1.5.3. Résultats de I’analyse de concentration de TGP (n=15) chez la population des
lapins essais

Tableau 32 : La concentration de TGP (UI/I) chez la population des lapins essais

LOT concentration de TGP (n=15)
Moyenne £ ES Moyenne £ ES
(Témoin)
LOT I 75,5+ 21,3
LOT Il 44,00 +13,86"° 47,0+ 0,8
LOT Il 57,5+28,1""°
LOT IV 61,67+ 61,67
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Figure 49 : Effet de traitement sur la concentration de TGP (UI/I) chez les lapins

Les résultats obtenus du tableau et de la figure montrent qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) la concentration de TGP chez les quatre groupe de lapins a déférente
essai par rapport au témoin.
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1.5.4. Résultats de ’analyse de concentration d’Urée(n=15) chez la population des lapins

essais

Tableau 33 : La concentration d’Urée (g/1) chez la population des lapins essais

LOT concentration d’Urée (n=15)
Moyenne £ ES Moyenne £ ES
(Témoin)
LOT I 0,452+ 0,0670 "°
LOT Il 0,510+0,510"° 0,440+ 0,008
LOT I 0,410+0,035 \°
LOT IV 0,453+ 0,085 "°
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Figure 50 : Effet de traitement sur la concentration d’Urée (g/1) chez les lapins.

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation

significative (P>0.05) la concentration d’Urée chez les quatre groupe du lapin a déférente

essai par rapport au témoin.
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1.5.5. Résultats de ’analyse de concentration de créatinine (n=15) chez la population des
lapins essais

Tableau 34 : La concentration de créatinine (mg/l) chez la population des lapins essais

LOT concentration de créatinine (n=15)
Moyenne £ ES Moyenne £ ES
(Témoin)
LOT | 12,70+ 1,38 "°
LOT Il 12,27+1,68"° 11,50+ 0, 816
LOT 1 11,62+0,29 "°
LOT IV 13,12+ 1,60 "°
14
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Figure 51 : Effet de traitement sur la concentration de créatinine (mg/l) chez les lapins traité

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) la concentration de créatinine chez les quatre groupe de lapins a
déférente essai par rapport au témoin.
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1.5.6. Résultats de I’analyse de concentration de cholestérol totale(n=15) chez la
population des lapins essais

Tableau 35 : La concentration de cholestérol totale sérique (g/l) chez la population des lapins

essais.

LOT concentration de cholestérol totale(n=15)
Moyenne = ES Moyenne = ES
(Témoin)

LOT I 0,330+ 0,074""° 0,330+ 0, 008

LOT I 0,345 +0,0574 "

LOT 1l 0,240+0,063

LOT IV 0,507+ 0,401 ™
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Figure 52 : Effet de traitement sur la concentration de cholestérol totale sérique (g/l) chez les

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation

significative (P>0.05) la concentration de créatinine chez les quatre groupe du lapin a

lapins traité.

déférente essai par rapport au témoin.
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1.5.7. Résultats de I’analyse duvolume d’hématocrite dans le sang total(n=15) chez la

population des lapins essais

Tableau 36 : le volume de I’hématocrite dans le sang total (%) chez la population des lapins

essais.

LOT le volume de 1’hématocrite (n=15)
Moyenne = ES Moyenne = ES
(Témoin)
LOT I 35,65+ 2,33""° 33,00 + 0,82
LOT Il 33,75+1,70'"°
LOT HI 30,25+5,12""°
LOT IV 27,00+ 8,54
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Figure 53 : Effet de traitement sur le volume de I’hématocrite dans le sang total (%) chez les

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) le volume de I’hématocrite dans le sang totale chez les quatre groupe

lapins traité.

du lapin a déférente essai par rapport au témoin.
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1.5.7. Résultats de I’analyse duvolume globules blancs dans le sang total(n=15) chez la
population des lapins essais
Tableau 37 : le volume globules blancs dans le sang total (/ mm3) chez la population des

lapins essais.
LOT le volume globules blancs (/ mm3)
(n=15)
Moyenne = ES Moyenne = ES
(Témoin)

LOT I 4060+ 2150™

LOT Il 5800+1083* 3800+ 1

LOT 1l 5450+2825"°

LOT IV 3900+ 808"
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Figure 54 : Effet de traitement sur le volume des globules blancs dans le sang total

Les résultats obtenus de tableau et de figure montrent qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) le volume de 1’hématocrite dans le sang totale chez les trois groupe du
lapin a déférente essai, et une variation significative (P<0.05) le volume de globules blancs

dans le sang totale chez le groupe traité par solution SM+ par rapport au témoin.
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1.6. Résultats des coupes histologiques

Basale

Figure 55 :coupe histologique au niveau d’ceil
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Figure 56: Les yeux des témoins apres 7j.
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Figure 57 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin T.NT (G : grossissement)

Figure 58 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par HE.
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D:GX 40

Figure 60 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par T.DM.
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2s

Figure 61 : Les yeux traités par sérum physiologique apres une 7j.

C:GX 40

Figure 62 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par S.Ph (2s).
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C:GX 40

Figure 63 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par S.Ph (4s).

D:GX 40

Figure 64: Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par S.Ph (6s).
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Figure 65 : Les yeux traités par poly T80 apres une 7j.
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Figure 66 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par poly T.80 (2s).
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A:GX10 B:GX 40

C:GX10 D:GX 40

Figure 67 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par poly T.80 (4s).

Figure 68 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par poly T.80 (6s).
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Figure 69 : Les yeux traités par poly DM apres une 7j.
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Figure 70 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par poly DM (2s).

E



Chapitre Il

Résultats et Discussion

C:GX 40
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Figure 71 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par poly DM (4s).
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Figure 72 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par poly DM (6s).
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Figure 73: Les yeux traités par Médicament CB apreés une 7j.

Figure 74 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par CB (2s).
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CGX10 D:GX 40

Figure 75 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par CB (2s).
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Figure 76 : Coupe histologique au niveau d’ceil de lapin traité par CB (4s).
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Figure 11 1 : les altérations nucléaires d’une coupe nécrotique
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I1. Discussion
I1.1. Enquéte ethnobotanique

Le sexe féminin est dominant dans la région d’étude avec un pourcentage de 58% ce qui
refléte la répartition des deux sexes dans notre société (nombre élevé du sexe féminin), 68%
des enquétés appartiennent a la troisiéme tranche d’age allant de (30-60) ans. Cette donnée
nous indique que la population d’étude algérienne composée par des personne 4gé.100% des
enquétés connaisse 1’Armoise banche sou le nom d’EL-Chih et toute utilisés exactement la
partie arienne. Donc Artemisia herba alba Assoest une plante largement utilisé dans notre
société. Presque tous les enquétés (96%) utilise Artemisia herba alba Asso utilisent pour se
traiter. On a remarqué que (61%) procurent la plante chez les herboristes, ce qui reflete la
confiance que leur porte le consommateur.(94%) utilisent la plante seche en fonction
disponibilité et utilisent la plante seul (96%) ce qui refléte leur efficacité. I’administration de
Armoise blanche est plus fréquente en voie interne avec un taux de 98% et leur forme
d’utilisation la décoction reste la forme plus utilisé ces données indique nous que 1’activité de
principe active plus efficace dans ce mode d’utilisation. Les plantes médicinales comme
remédes contre des maladies bien déterminées donc plusieurs maladie traitées par Artemisia
herba alba Asso, 99% de la population utilisées pour le traitement des douleurs abdominales
ceci reflete I’image de la transmission relative des pratiques traditionnelles d’une génération a
’autre.et 86% des enquétés ne respecte pas la posologie d’administration La dose reste encore
aléatoirece qui se manifeste par des effets néfastes sur la santé car il se dit «aucune substance
n’est poison elle-méme, c’est la dose qui fait le poisony.
I1.2. Extraction de I’huile essentielle
11.2.1. Le rendement d’HE

Le rendement moyen obtenu des huiles essentielles extraites de la plante Artemisia
herba-albaAsso étudiée est de 1’ordre de 1,42%. Ce taux est relativement supérieur a celui des
HE extraites de la méme espece récoltée dans la région de Matmata en Tunisie (0,65%)
(AKROUT, 2004) et de Biskra (0,95%) (BEZZA et al, 2010) et de M’sila (1,02%)(DOB et
BENABDELKADER,2006). Cette différence en teneurs peut étre expliquée probablement
par I'dge de la plante et par différents facteurs génetiques, climatologiques (température,

humidité,...), pédologiques (texture du sol, fertilisation,...) et autres.
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11.2.2. Caractéres organoleptique

Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de
vérification et de contrdle de la qualité de ’HE. A I’issue des distillations, ’HE obtenue est
de couleur jaune vif avec une odeur Une forte odeur. Et un aspect Fluide.Les parametres
organoleptiques de notre HE sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR
11.2.3. Les caracteres physiques et chimiques

A partir de ces valeurs, il en ressort que toutes ces constantes étant influencées par les
conditions édaphiques et climatiques ainsi que les pratiques culturales (GILLY, 1997). Cela
fait partie de la complexité de la notion de chémotype.

Cependant et malgré ces fluctuations, nous remarquons que les paramétres physico-
chimiques de nos HE sont en accord avec ceux mentionnés par les normes.(NA 273 ;NA
5879 ;NA 274 ; J.0.A.65/2012)

Pour les constantes chimiques, Acidité donne une idée sur le taux d'acides libres. Dans
notre étude, cet indice, certes dans les normes, demeure relativement
élevé. Cela peut trouver une explication dans la dégradation de I'HE (hydrolyse des esters)
durant sa conservation, ce qui est a terme préjudiciable. Inversement, un IA inférieur a 2 est
une preuve de bonne conservation de 1’essence (faible quantité d'acides libres). (FRENOT
etVIERLING,2001)Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en
monoterpenes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice
élevé. Pour certains auteurs (DENIS et al,1997) le faible indice de réfraction de I'HE indique
sa faible réfraction de la lumiere ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits
cosmeétiques. (DENIS et al, 1997).indice d’iode est utilis¢é comme guide pour le contréle de
qualité dans ’achat des matiéres premiere et comme contréle de I’avancement de
I’hydrogénation. Indice d’iode est une bonne méthode générale pour exprime la dureté d’une
huile. (FAO.,1990). L’indice de péroxyde présente une bonne sensibilité et considére comme
répétable. Ce pendant, il a été observé que ce dernier pouvait augmenter puis diminuer au
cours de la conservation alors que 1’oxydation subit une augmentation constante.Cela est du
au fait que les peroxydes se transforment en  produit  secondaires
d’oxydationDELACHARLERIE et SANDRINE,2008)

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape necessaire mais
demeure non suffisante pour caractériser I'HE. 1l sera donc primordial de déterminer le profil

chromatographique de I'essence aromatique.
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11.2.4. Composition chimique de I'huile essentielle

Les résultats de 1’analyse par Chromatographie gazeuse -Spectrométrie de masse de la
composition chimique de I’HE sont présentés dans le tableau 22, dans lequel les composés
identifiés sont listés suivant I’ordre de TR. Au total, 61 composés ont été identifiés ce qui
correspond & un pourcentage de 84,42 % par rapport a lI'ensemble des constituant isolés. Le
Camphre apparait comme le constituant majoritaire de 1'HE (23,53%), suivi du a-Thujone
(20,88%),du Eucalyptol (9,22%),du Thujone (9,19%), du Borneol (2,81%),du Pinocarvone
(1,26%) ,il y a des composés mineure appartiennent a des famille biochimiquement comme
terpéniques, monoterpéne, sesquiterpenes et les cétones.a une effet pharmacologique utilisé
comme anti-inflammatoires, Calmants et sédatifs,Antifongiques,Antiviraux, Stomachiques et
eupeptiques, Antibactériens, Litholytiques, Hypotenseurs et Aseptisant atmosphériques
(ROUX,2008), Dermocaustiques, les aldéhydes aromatiques sont particulierement irritants
pour la peau et les muqueuses, Les lactones présentent la méme neurotoxicité que les cétones,
s'ils sont pris a forte dose. lls peuvent s'avérer allergisants par voie cutanée, Les oxydes ne
présentent pas de toxicité. Ils sont remarquablement bien tolérés par la peau sur laquelle ils
peuvent étre appliqués purs, sur une petite surface (GILLY, 1997),la nature des composés de
notre étude et comparable et similaire a (BOUKHATEM etal, 2010)et non comparable a
pourcentage.aussi notre résultats et corrdonné biochimiquement au (BEZZAet al,2010) qui
mentre que Quarante-six composés correspondant a 92,61% ont été identifiés. L’HE contient
en majorité de ’acétate de cis-chrysanthényle (25,12%), du 2E,3Z-2-éthyliden-6-méthyl-3,5-
heptadienal (8,39%), de l’a-thujone (7,85%), de l’acétate de myrtényle (7,39%), de la
verbénone (7,19%), de la chrysanthénone (4,98%). La composition chimique est trés
spécifique pour cette plante algérienne.
11.3. Extraction des polyphénols
11.3.1. Rendement de polyphénols

Le rendement moyen obtenu des polyphénols extraits de la plante Artemisia herba-
albaAsso étudiée est de I’ordre de 6,73%. Ce taux est relativement supérieur a celui des
extraites de la méme espece,l’extraitéthanolique posséde le plus faible rendement avec (0.48
%). (BOUDJOUREF,2011)

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
les conditions dans lesquelles 1’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en phénols et flavonoides, et par conséquent affecte les activités biologiques

méditées par ces métabolites (LEE et al, 2003)
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11.3.2. Tests phytochimiques

Un screening phytochimiques de la plante nous a permis de connaitre les composants
majoritaires présents: les alcaloides, les flavonoides, les tanins galliques. Saponosides,
Composés reducteurs, Stérols et triterpénes et absence dérivé anthracénique. Ces résultats sont
en accord avec le dépistage phytochimique qualitatif de I'extrait aqueux d’Artemisia herba
alba qui réalise par (BRAHMI,2014).
11.3.3. Analyse des poly phénols par HPLC

La composition d’extrait est montre une richesse en acide polyphénolique. Analyse de
polyphénols m’entre qu’il y a 12 composent polyphénolique a déférente pourcentage :

acide caféique (7,49%) , acide gentisique (6,91%), acide tannique (5,75%), acide
chlorogenique(5,08%), acide phloretique (4,63%),et 70,08% non connue,contient des
composés majeure on peut dire ces composés appartiennent a les famille alcaloides,
flavonoides, aussi a les Stérols et triterpenes selon présence dans tests photochimique notre
résultats sont accros avec (AL-KHAZRAJI ,1993).
11.4. Effet irritant /corrosif aigu sur les yeux

Au cours de la réalisation du présent test, des comportements particuliers ont été
observé chez les lapins. Les résultats consignés dans les tableaux montrent que I’indice
oculaire individuel n’a jamais dépassé la notation 8. L’indice oculaire moyen enregistré a une
heure est de 8 chez le premier groupe LOT I, 6 chez le deuxiéme groupe LOT 11, 6,5 chez le
troisieme groupe LOT III, et 3,5 chez le groupe LOT IV traité par médicament. Ceci se
régresse a 6-4,5-6,5-3,5 aprés 24 h en régresse plus vers 48h3-4-7J. Notant que les indices
d’irritation calculés par zone ont été nuls au niveau de I’iris et de la cornée, c’est uniquement
la conjonctive de I’ceil qui a réagi avec une valeur de 8-6-6,5-3,5 & 1 h sur la succession ceci
se régresse avec le temps, au dernier jour on trouve que les indices d’irritation calculés par
zone ont été nuls au niveau de ’iris et de la cornée, et la conjonctive de 1’ceil qui a réagi avec
une valeur 4,25-3,5-4 -0,5 a 7J .Le test de ’effet irritant / corrosif aigu sur les yeux du lapin,
selon la directive de I’OCDE n°405 (OECD, 2002)
11.5.Dosage paramétre biochimique

Effet des essais sur les parametres hémato-biochimiques chez les lapins Des trouble de
la vision peuvent causer un niveaux élevé de la glycémie, cependant, une vision floue
retrouve sa normalité, une fois le niveau de glycémie stabilisé de nouveau.une maladie dans
laquelle les vaisseaux sanguins de I’ceil se durcissent et se détériorent,ainsi des lésions a la
rétine (la membrane sensible a la lumiére située derriére 1’ceil).ces lésion peuvent cause des

trouble au niveaux de la concentration du glucose.( LORIG et al, 2008).
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En ce qui concerne les données biochimiques, tous les paramétres biochimiques
investigués dans cette étude ont été dans les limites physiologiques tels que rapportés par
Archetti | et al Les résultats obtenus montrent qu'il y a une augmentation significative de
concentration de glucose sérique de moyenne (0,88) g/l chez LOT | qui groupe traité par
sérum physiologique, et une variation significative de (0,76) et (0,8) g/l Chez le groupe traité
par polyphénols LOT Il et LOT Ill,qu'il n'y a aucune variation significative de la
concentration de glucose de Chez le groupe traité par médicament LOT IV par rapport au
témoin ; La glycémie a jeun a été augmentée, On sait que le foie est I'organe principal du
métabolisme du glycogéne. La diminution de glycogéne dans le foie est un résultat commun
d'insuffisance hépatique aprés altération par des composés toxiques. Cette insuffisance
hépatique peut provoquer une augmentation de l'insuline dans le sang, et une réduction
consécutive de la teneur en sucre dans le sang, ce qui est cohérent avec le taux de glucose du
glycogene dans le foie selon PARE et alDans notre étude, I'élévation du niveau de glucose
nous laisse supposer que les groupe traité pourrait affecter directement la synthése, le
stockage et la décomposition du glycogene dans le foie. On outre que occlusion capillaires et
néo vascularisation, rupture de BHR (barriere hémato-rétinienne) et cedéme maculaire,
atteinte neuronale et gliale qui induit un réaction inflammatoire, et dysfonction endothéliale,
activation du systéme rénine angiotensine qui suivie par une accumulation sorbitol/aldose
réductase, formation de produits avancés de la glycation (AGE), activation isoforme B
protéine kinase C.( MASSIN ET ERGINAY,2010). Dans plusieurs organes, les lésions
cellulaires sont suivies par la libération d'un certain nombre d'enzymes cytoplasmiques dans le
sang; phénoméne qui constitue la base pour le diagnostic clinique. (HENNEN,1996 ;
CHIDIAC et al,2008 ). Dans notre étude, la fonction hépatique a été évaluée par la mesure
des concentrations plasmatique en ALAT et ASAT. La fonction rénale a été évaluée par a
mesure de la créatinine plasmatique et les concentrations d'urée (DAVIS et BERDT ,1994;
FINCO, 1997 ; CORREGES et al, 1998). En ce qui concerne la fonction Hepatique, les
transaminases sont révélés légérement élevés, mais statistiguement non significatives chez les
lapins traités. La fonction enzymatique du foie n'a pas été consécutivement altérée suite aux
traitements par HE et polyphénols. Il est connu que les dommages a l'intégrité structurale du
foie se traduisent par une augmentation des enzymes hépatiques specifiques (ALP, ALAT et
ASAT) dans le sérum, parce qu'ils sont des enzymes cytoplasmiques et qui sont mis en
circulation apres des dommages cellulaires (DURAND et BEAUDEUX , 2008 ; DANJEAN
,2012). 1l est nécessaire de mentionner que ces transaminases jouent un role important dans le

métabolisme des acides aminés et en fournissant des intermédiaires nécessaires a
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la néoglucogenése (HANLEY et al, 1986). Selon cette étude, 1’augmentation non
significative chez LOT 1 de (75,5 Ul/l) et de (44,00 Ul/l) chez LOT Il et (57,5 Ul/l) chez
LOT III et (61,67 UI/I) chez LOT IV de TGP, aussi 1’augmentation non significative chez
LOT I de (76 Ul/I) et de (72,25 Ul/I) chez LOT Il et (72,7 UI/l) chez LOT Il et (80,3 UI/I)
chez LOT IV de TGO sont des transaminases plasmatiques (ALAT et ASAT) de lapins traités
pourrait par apport le témoin (69,0 UI/I) indiquer une altération de la fonction hépatique due a
effet toxicité dans le corps des lapins. Cette propriété toxicologique a été étudiée dans
I’espéce Pistacialentiscus L dans des études précédentes. Il a été rapporté par Djerrou Z
(2011). En ce qui concerne la fonction rénale, la créatinine et I'urée se sont revélés Iégerement
élevés, mais statistiguement non significatives chez les lapins traités, chez LOT | de (0,452
g/l) et de (0,510 g/l) chez LOT Il et (0,410 g/l) chez LOT Ill et (0,453 g/l) chez LOT IV
apport le témoin (0,453g/l). La fonction rénale n'a pas été consécutivement altérée suite aux
traitements. Cependant, ces augmentations de l'urée et de la créatinine, méme non
importantes, mais pourraient indiquer un impact possible de traitements sur le métabolisme
des protéines. La concentration plasmatique de créatinine est souvent utilisée comme indice
simple du débit de filtration glomérulaire, le degré d’augmentation de la créatinine de la
créatinémie etant considéré comme le reflet du degré de diminution du
DFG.(GUENARD.,2001).Inversement les protéines se décomposent en acides aminés qui se
dégradant produisent a leur tour de grandes quantité de molécule d’ammoniaque, lesquelles
sont absorbées par le sang. Ces molécules sont converties en urée et excrétées dans 1’urine
(BRUNNER et al., 1996). Aussi ce qui concerne le paramétre biochimique le cholestérol, nos
résultats montre qu'il n'y a aucune variation significative chez la population d’essai ; chez
LOT | de (0,330g/l) et de (0,345 g/l) chez LOT Il et (0,240 mg/l) chez LOT Il et (0,507g/l)
chez LOT IV apport le témoin (0,330g/l). On sait que Le cholestérol est une substance molle
et cireuse présente dans chacune des cellules du corps. Il contribue au bon maintien du
systéme nerveux, de la peau, des muscles, du foie, des intestins et du cceur, le cholestérol joue
un rdle important a la santé du corps. Le corps I’utilise pour construire des parois cellulaires et
sert a fabriquer de la vitamine D, de sucs digestifs et de nombreuses hormones.(HENNEN ,
2001 ; MASSY et ANDREELLI, 2004).Donc on peut dire que la toxicité oculaire ne touche
pas le métabolisme de cholestérol Doux intéressé aux les parametres hématologiques. Le
volume des hématocrites et globules blancs se sont révélés légérement élevés, mais
statistiquement non significatives chez les lapins traités, sauf que le groupe qui a traité par
SMT montre qu’il y a une variation significative de volume des globules blancs dans le sang

totale par rapport au témoin, en outre que les globules blanc jouent un réle essentiel dans la
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défense de L’organisme contre les agents infecticux qu’ils détruisent soit par phagocytose soit
en développant contre aux des anti corps (DAVID et al, 2008 ; GLUNTZ et
GOGNY,2007)ce qui signifié la présence une réaction inflammatoire dans les corps des
lapins. Plus un liquide est visqueux plus I’écoulement est difficile. Normalement, la viscosité
du sang représente deux fois celle de I’cau. Toute augmentation de 1’hématocrite
s’accompagne d’une augmentation de la viscosité de la résistance a I’écoulement du sang.(
PEBRET , 2005 ; JANVIER et LEHOT,2009)

11.6.Anatomie pathologique des coupes histologiques

Dans notre observation dans les coupes histologiques on a basé sur les tissus oculaires
suivants ; La choroide qui forme la tunique moyenne du globe oculaire. 1l s'agit d'une couche
de tissu conjonctif lache richement vascularisée et pigmentée. Vers l'avant de 1'ceil, elle se
différencie en choroide ciliaire et en choroide irienne. La rétine, tunique la plus interne, se
subdivise, en rétine visuelle constituée de dix couches différentes et rétine aveugle, formée de
deux couches. Le point de jonction entre les deux, en portes le nom d'oraserrata. La rétine
aveugle tapisse les proceés ciliaires et la région postérieure de l'iris. La rétine visuelle tapisse
tout le fond du globe.

L’iris a une forme de disque perforé en son centre par la pupille. Sa face postérieure est
revétue par un épithélium bi stratifié poursuivant 1’épithélium des proces ciliaires (rétine
pigmentaire).

Le cristallin est enveloppé par une membrane anhiste, appelée cristalloide, plus épaisse
sur la face antérieure, que sur la face postérieure, Sous la cristalloide, et I'épithélium antérieur,
fait de cellules polyédriques. au niveau de I'équateur, ces cellules deviennent cylindriques et
s'allongent de plus en plus pour former les fibres cristalliniennes.

On observe que les tissu oculaire chez les lapins témoin (T.NT, T.80, T.DM) de
déférente couches tissulaire et identique donc pas de lisions cellulaires pas de déchirures
tissulaires, donc elle est semblable au T.TN.Sauf que le témoin de HE on observe une
irritation pendent un examen macroscopique aux niveaux de chem et conj et des lisions
tissulaire au niveau de cristallin et les autres couches et normale ces résultats et comparable au
témoin non traité.

Chez les lapins traité par S.ph on observe la présence d’irritation chez les trois lapins a
déférentes dégrées au temps déférent on confirmé cette irritation par des coupe histologique

au niveau de 1’ceil qui on observe qu’il ya des déchirures tissulaires et des lissions cellulaire

102



Chapitre 11 Reésultats et Discussion

au niveau de cristallin le méme observation chez les autres testes poly.DM et polyT80, sauf
que les autres lapins qui a traité par le médicament collyre bleus® on le observe pas des lisions
cellulaires. On expliqué ces résultats par le déroulement de nécrose ;la cellule a subi des
dommages irréversibles présente une série de modification morphologiques
(SNYERS.,2000), les noyaux pycnotique P (figue) apparaissent comme des corps arrondis
intensément basophiles. on peut noter que ses modification nucléaires s’accompagnent de
modification cytoplasmiques. Le cytoplasme a perdu sa définition et on ne distingue plus les
limites cellulaires (membrane plasmique). A un stade ultérieure, les noyaux pycnotique se
fragment en plusieurs particules de matériel nucléaire dégénéré : c’est le phénoméne de
carryorrhexie (karryorrhexis) C.( STEVENS,2002)

La libération d’enzymes cellulaires hydrolytiques aboutit a la destruction complete du
materiel nucléaire par perte des groupements chimiques qui se lient a I’hématoxyline :c’est le
phénomene de caryolyse a 1’issue duquel la cellule ne sera plus visible que sous la forme

d’une masse anucléée homogene éosinophile.( STEVENS,2002)
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Conclusion

Dans le présent travail, nous avons évaluée la toxicité des huiles essentielles
d’Artemisia herba alba Asso de la région de Ferdjioua-Wilaya de Mila.Par le test d’innocuité

oculaireet confirmer leur composition chimique par CG/SM.

En consequence, étudier la composition chimique des polyphénols obtenus par 1’extrait
methanolique et identifier quelque principe actif par des tests préliminaire et certifier par
HPLC. Ces polyphénols a fait I’objet d’un reméde chez le lapin albinos. En fin pour motive
les deux on a fait des coupe histologique au niveau de I’ceil et les analyses biochimique.

A la lumiere des résultats obtenus, on peut tirer les conclusions suivantes :

Les résultats obtenus a partir d’enquéte ethnobotanique nous ont permis de déterminer
les principales utilisations médicinales dans chacune de ces localités. Des études
phytochimiques, pharmacologiques et toxicologiques sur ces plantes seront faites dans le but
d’une validation scientifique des usages traditionnels de ces plantes et pour en faire des MTA
efficaces et non toxiques a la population, chez laquelle les plantes médicinales jouent encore

un rble essentiel dans les soins primaire.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir un rendement qui
supérieur de valeurs 1,42%. Leur Caracteres organoleptiqueest en accord avec ceux
répertoriés dans les normes AFNOR. Les huiles essentielles Artemisia herba alba Asso ont été
analysées en GC/MS, permettant d’obtenir les résultats suivants : 61 composés ont été
identifiés ce qui correspond a un pourcentage de 84,42 %. les quatre composés majeur sont le
Camphre apparait comme le constituant majoritaire de I'HE (23,53%), suivi du a-Thujone
(20,88%),du Eucalyptol (9,22%),du Thujone (9,19%).

Un rendement remarquableobtenu des polyphénols extraits de la plante Artemisia
herbaalba Asso étudiée est de I’ordre de 6,73%.Un screening phytochimiques nous a permis
de connaitre les composants majoritaires presents : les alcaloides, les flavonoides, les tanins
galliques. Saponosides, Composes réducteurs, Stérols et triterpénes et absence dérivé
anthracénique.

La composition d’extrait est montre une richesse en acide polyphénolique affirmée par
Analyse des polyphénols par HPLC enseigne 1’existence de 12 composent polyphénolique a

déférente pourcentage : acide caféique (7,49%), acide gentisique (6,91%), acide tannique
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(5,75%), acide chlorogenique(5,08%), acide phloretique (4,63%), diriger tous dans la famille
d’acide phénolique.

Le test de ’effet irritant / corrosif aigu sur les yeux du lapin, selon la directive de
I’OCDE n°405 (OECD, 2002), a expos¢ que cette huile est irritante pour 1’ceil du lapin.

Ce test ont ¢ét¢ complétés par des examens biochimiques de I'urée, la créatinine, la
glycémie les transaminases, le cholestérol, les globules blanc et les hématies. Seuls le
paramétreglycémiea montré uneperturbation significatives (p<0,05) par apport au contréle,
une augmentation, légére mais non significative (p<0,05) de la créatinine, 1’urée, les
transaminases, le cholestérol, et les GB,HC chez les populations de lapins traités comparés au
contrdle (lapins non traités).

L’investigation des coupes histologiques a révélé qu’HE est a un effet sur I’organe
étudié(L’ceil). Notre produit de polyphénols sans aucun effet secondaire, a gardé son
innocuité et son in toxicité.

En somme, plusieurs interrogations, se posent, notamment 1’identité des molécules a
I’origine de I’irritation cutanée observée chez les lapins, de méme que la cause de la
perturbation des parameétres biochimiques).

Des recommandations peuvent étre faites:

= ¢tendre les essais d’innocuité a la mesure de la toxicité (aigue, subaigué et
chronique) la tératogenése, la mutagenese et la carcinogeneése.

= Des anatomo-histo-pathologiques afin d’identifier les organes affectés par le
HE.

" la séparation des polyphénols et 1’application 1’un séparée a 1’autre et leur

identification.

» augmenter I’effectif des lapins pour une meilleure étude statistique.

= pour but de fabriquée un collyre a partir de ce polyphénols il faut compléte le
pratique par unerépétition d’installation au méme individu, pour confirmer leur
efficacité.

Ces données d’efficacité et d’innocuité permettront de mieux juger le rapport

bénéfice/risque de ce produit qui sera développé.
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Annexe 1 : Fiche d’enquéte ethnobotanique

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE ECHAHID HAMMA LAKHDAR D’EL-OUED
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE

Fiche d’enquéte

Sexe: il Masculin <[] Féminin =[]
Age ;= [18-25] [] [26-35]1[] [36-60] []  plusde60ans [7]

1. Connaissez -vous la phytothérapie ? <lill z Slall s j25 Ja
Oui D Non D
2. Sioui,vous l'utilisé ? ledlariny as il 5 aniy il ) IS )
e en premiére intention JsY! s sill D
e en deuxiéme intention aprés échec du traitement chimique léa) sy SU 4 gl D
el =3l

e vous n’avez pas recours a cette thérapie  zall (e g 5l 134 5B YD

3. Connaissez-vous 1’armoise blanche ? Qui D non D
4. Sous quel nom connaissez-vous I’armoise blanche ?
5. -El Chih D -Armoise blanche D -Artemisiaherba alba D -Autres D

noms
6. Source d’information :  media umlnAD‘ medecin D
Tradipraticiens —Liall D —2eexercé D
7. Est-ce que vous I'utilisez ?\lglexins Ja DOui pxd Dnon P

8. Dans quel domaine utilisez-vous cette plante ? leleivs Jiae 1 8
o>deThérapeutique [ JekCulinaire  [[] o havétérinaire ] Fourragere []
JxiCosmétologique [T]
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9. D’ou est-ce que vous vous procurez la plante? (source) W jras Ol gs‘ O0e?

Szl Herboriste [J = Cueillette O cuweiny  []
10. quelle est la période de sa récolte ? <lill aan s 3 ale

caall 6té [] <Al automne [] sl hiver[]
&= lprintemps

11. Quelles sont les parties que vous utilisez? dlexisall ¢l 2 4 L

ills 43l Plante entiére Drtie aérienne 54 jall aadll Af‘\DU'.al\Sommités fleuries D
Feuille &_sY! ] o) Racines [ Autres Al
12. Utilisez-vous la Dte eleaingi Ja
Caall ey Aprés séchage ] iat Fraiche ]
saa 5 Seule D S yike en association avec d’autre plante D avec médicaments
13. UtilisDous la plante par voie ? Gk oo Lelerius
kb Interne [0 < sExterne ]

14. Comment utilisez-vous cette plante ? Leleaivi o
Teinture [[] <+ Deécoction [] Al oWl 3 Infusion [

Gs>e Poudre D“‘ )l el & Macération D‘“ Inhalation D
15. Maladies traitées ? (! Y
ZENIEPN I

16. Taux de satisfaction
Dégus  sealy [ satisfait o=b [ trés satisfaits 1» o=, 7]
17. Utilisez-vous cette plante en respectant la posologie (dose/repétition) lors de la
préparation ?
(O Si/Ae jall) 4 50Y) jrmad jalia o yiad da Oui D Non D

18. apparition des effets indésirable e st sy a2V ) seks

Oui D Non D

19. Quelles sont les effets indésirables que vous connaissez de cette plante ? =l e ¥l sl
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Toxicité autre

Annexe2 : Chromatographie des polyphénols d’Artemisia herba alba.

WDLA Vadeghe280 m(FARBHALGEREZHLD)

%

0 5 10 15 74| 5 i
Annexe 3 : Méthode de dosage de cholestérol total sérique (TRINDER., 1969)

1. Principe

Le cholestérol est mesuré apres hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur
quinoneimine est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne et d’ amino 4 antipyrine en
présence de phénol et de peroxydase. Détermination enzymatique selon les réactions

suivantes:
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Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H20 ———Cholestérol +Acides gras

Cholestérol oxydase

Cholestérol + 02 ——— Cholesténe- 4-one - 3 + H202
Péroxydase

H202 + Phénol + Amino- 4 - antipyrine—------- > Quinoneimine rose

La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle & la concentration de

cholestérol.

2.Reactifs

Réactif 1 Pipes pH 6.9 90 mmol/l

Solution tampon Phénol 26 mmol/Il

Réactif 2 Cholestérol oxydase 300 U/
Peroxydase 1250 U/I
Cholestérol esterase 300 U/I
Amino-4-antipyrine 0.4 mmol/l

Réactif 3 200 mg/dl

Standard 2 g/l

5.17 mmol/I

3.Echantillons

Sérum

Plasma recueilli sur héparine

4-Mode opératoire

Longueur d’onde..................... 505 nm (500 - 550)

Température:........ccceeeveenennen, 37°C

CUVE.iiiiii e, 1 cm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

Blanc Standard Echantillon
Standard - - 10ul --
Echantillon Réactif | - - -- 10pl
de travail 1ml 1ml 1ml
Mélanger, lire les concentrations aprés une incubation de 5 min a 37°C.
La coloration et sable 30 minute.
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Annsxe4 : Méthode de dosage de Créatinine (LARSEN., 1969)

1-Principe

La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec 1’acide picrique. La vitesse de
formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine.

2-Réactif

Réactif 1 Hydroxyde de sodium 1.6 mol/l
Réactif 2 Acide picrique 17.5 mmol/l
Réactif 3 créatinine 2 mg/dl
Standard 20 mg/l
176,8 pmol/Il

3-Echantillons
Sérum
Plasma recueilli sur héparine

4-Mode opératoire

Longueur d’onde: ........ccceeeeeieennenne 492 nm (490 - 510)
Temperature:.......cccceveveeeeeeeseecieenn 25-300u 37 °C
CUVE: ittt 1 cm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur 1’air ou ’eau distillée.

Standard Echantillon
Standard 100 pl -
Echantillon -- 100 pl
Réactif de travail 1 mi 1mil

Mélanger et lire les densités optigues DO1 apres 30  sec.

Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

Annexe 5 :Méthode de dosage d’urée (BERTHELOT., 1859)
1-Principe
L’urée est dosée en cinétique selon la réaction suivante :
Uréase
Urée + H20 - 2NH3 + CO2
Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent
en formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont I’intensité est

proportionnelle a la concentration en urée.
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.2-Reactifs
Réactif 1 Tampon
Réactif 2 EDTA 2 mmol/I
Salicylate de sodium 60 mmol/Il
Nitroprussiate de sodium 32 mmol/l
Uréase 30000 U/
Phosphate pH 6,7 60 mmol/l
Réactif 3 Etalon urée 0,50 g/l
8,325 mmol/I
Réactif 4 Hypochlorite de sodium 40 mmol/l
10x[] Hydroxyde de sodium 150 mmol/I

3-Echantillons

Sérum

plasma recueilli sur héparine

4-Mode opératoire
...................... 590 nm (578 Hg)

Longueur d’onde

Température............ccevveveennn.n.

25-30-37°C

....................... 1 cm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

Annexes

Blanc Etalon Echantillon
Etalon - 10 pl -
Echantillon - - 10 pl
Reactif de | 1 ml 1ml 1ml
travail A
Mélanger, incuber 5 min. a 372 C ou 10 min. a 20-25°C.
Ajouter ensuite.
Reactif 4 1ml 1ml 1ml
Mélanger, incuber 5 min, & 37°C ou 10 min. a 20° - 25°C.
Lire contre le blanc.

Stabilité de la coloration 2 heures a 1’abri de la lumiére
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Annexe 6 : Méthode de dosage de TGP (Bergmeyer H., 1978)
1-Principe
Détermination cinétique de I’activité Alanine aminotransférase
La réaction est initiée par addition de 1’échantillon du patient au réactif. Le schéma
réactionnel est le suivant:
GPT
2-oxoglutarate + L-Alanine - Glutamate +Pyruvate
LDH
Pyruvate + NADH + H* - Lactate + NAD" Le taux de diminution de la concentration en
NADH est directement proportionnel a I’activité alanine transferase dans 1’échantillon.
GPT: Transaminase Glutanique pyruvique
LDH: Lactate Dehydrogenase

2-Réactifs

Réactif 1 Tampon Tris PH 7.5 a 30°C 100 mmol/Il

SolutionTampon Alanine 500 mmol/I

Réactif 2 NADH 0.18 mmo/I

Substrat LDH 1200 Ull
Oxoglutarate 15 mmol/l

3-Echantillons
Sérum ou plasma hépariné sans hémolyse.

4-Mode opératoire

Longueur d’onde.........cccoecueeviiniieniieniieiesieeeen 340 nm
TEMPEratUre .....ceeevveeceeceece e, 25-30-37°C
CUVC.cntieeiteieeee et 1 cm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotométre sur I’air ou I’eau distillée.

solution de travail 1 ml 3ml

Préincuber a la temperature choisie (25,30 ou 37 °C)

Echantillon 100 pl 300 pl

Mélanger et incuber 1 minute. Mesurer la diminution de la

densité optique par minute pendant 1 a 3 minutes.
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Annexe 7 : Méthode de dosage de TGP (Bergmeyer H., 1976)
1-Principe

Détermination cinétique de I’activité aspartate aminotransférase.
La réaction est initiée par addition de 1’échantillon du patient au réactif. Le schéma
réactionnel est le suivant:

GOT

2 oxoglutarate + L-Aspartate - Glutamate + oxaloacetate
Malate
Oxalocetate + NADH + H" > MDH + NAD+

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité
aspartate amino transferase dans 1’échantillon.

GOT: Transaminase flutanique oxaloacétique

MDH: Malate Dehydrogenase

2-Réactifs

Réactif 1 Tampon Tris PH 7.8 a 30°C 80 mmol/I
SolutionTampon L- aspartate 200 mmol/I
Réactif 2 NADH 0.18 mmol/l
Substrat LDH 800 /I
MDH 600 U/I
Oxoglutarate 12 mmol/l

3-Echantillon

Sérum ou plasma hépariné sans hémolyse.
4-Mode opératoire
Longueur d’onde........ccccevveviieviieeniieeeiieeenen. 340 nm

TeMPAIatUre........evieiieeeieeee e 25-30-37°C
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Ajuster le zéro du spectrophotometre sur 1’air ou I’eau distillée.

Solution de travail 1ml 3ml

Préincuber a la température choisie (25, 30 ou 37°C)

Echantillon 100 pl 300 pl

Mélanger et incuber 1 minute.
Mesurer la diminution de la densité optique par minute pendant 1

a 3 minutes.

Annexe 8 :I’appareil de glucométre de type contour TS photo original (ATKIN et al.,1991)

écran
Bouton Bouton M
Extrémité grise
avec électrode
Port orange
d’aspiration de la
bandelette

Zone d’aspiration
de I’échantillon
sanguin

Principes du test

La détermination de la glycémie par CONTOUR TS repose sur la mesure du courant
¢lectrique provoqué par la réaction du glucose avec les réactifs de 1’¢électrode de la bandelette
réactive. L’échantillon de sang est aspiré dans la bandelette réactive par action capillaire. Le
glucose présent dans 1’échantillon réagit avec FAD glucose déshydrogénase (FAD-GDH) et
le ferrocyanide de potassium. Des électrique sont genérés, ce qui produit un courant
proportionnel au glucose dans 1’échantillon .Au terme du temps de réaction, la concentration
de glucose de I’échantillon s’affiche a 1’écran calcul n’est requis
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Annexe 9 : Détermination de 1’irritation oculaire suite a I’instillation de 1’huile essentielle

d’Artemisia herba

alba
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4]

7J

Témoin
Non
traité

1h

1]

2]

3J

4]

[ellelleollello]le] o]

[ellelleollello]le] o]

O|lOo|0O|0|O|O|Oo

[ellelleollello]le] o]

O|lOo|0O|0|O|O0|Oo

7J

0

0

OO0 |O|O0|O|O0|O|O

[ellellelleo]lleolle]le] o]

0

0

0

[ellellelleo]lleolleo]le] o]

Chem : chemosis, écoul : écoulement, Roug : rougissement, Conj : conjonctive, h :

2 0
2 0
1 0
1 0
1 0
1 0
1 0
1 0
h J

eure,

jour, L.O.1. : indice oculaire individuel, Lap: lapin, Surf : surface. Tps : Temps, LOT :
lotissement, SM+ : solution mere de polyphénols+Tween 80, SMp : solution mere de
polyphénols+DMSO.

Annexel0 : Les yeux traités par sérum physiologique apres une 1h.

2s

4s

6s

Annexe 11 : Les yeux traités par sérum physiologique aprés une 2j.

2S 4s 6s
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Annexe 12 : Les yeux traités par sérum physiologique apres une 3;j.

2S 45 6s

Annexel3 : Les yeux traités par sérum physiologique aprés une 4j.
25 4s 6s

Annexe 14 : I’oil apres le prélévement (photo orignal).
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Annexe 15 : MODE OPERATOIRE DES DIFFERENTES COLORATIONS EFFECTUEES

L'inclusion se fait a la paraffine selon le protocole indiqué par MARTOJA et MARTOJA
(1967):

La déshydratation commence par trois bains successifs d'éthanol 95° de 3 heures de
durée chacun. Ces bains sont suivis de trois bains de butanol-1 de 12 heures chacun. Comme
solvant intermédiaire le benzéne est utilisé et trois bains de 30 minutes chacun sont réalisés.
Apres imprégnation a la paraffine 56°-58° (trois bains de 30 minutes chacun), on procéde a la
mise en bloc. Une fois I'inclusion terminée, des coupes de 3 I-Im d'épaisseur sont réalisees au
microtome (Microtome LEICA HM 2315). Deux types de coloration sont exécutées la
coloration topographique classique a [I'hématéine-éosine (H.E.), la coloration des
polysaccharides par la réaction a l'acide périodique-schiff (P.A.S.) selon la méthode de
Hotchkiss-Mc Manus-Lillie, accompagnée d'une coloration de fonds des substances
basophiles par I'nématoxyline de Harris. Les observations microscopiques sont effectuées
avec un microscope optique de type OPTIKA. Les photographies des coupes observées sont
réalisées a I'aide d'un appareil photographique.

Hématéine-éosine (H.E.)

1°) déparaffiner les coupes et hydrater

2°) colorer a I'nématéine pendant 5a 7 mn

3°) laver a I'eau courante

4°) differencier dans I'acide trichloroacétique

5°) laver a I'eau courante

6°) bleuir dans I'eau lithinée

7°) laver a I'eau courante et rincer a I'eau distillée

8°) colorer a I'éosine pendant 3 minutes

9°) laver a I'eau acetifiée

10°) déshydrater et monter au baume Résultats: les noyaux sont colorés en bleu par
I'hnématéine et les cytoplasmes en rouge par I'éosine Réaction a Jacide périodique-schiff
(P.A.S.) (APS : Hotchkiss-Mc Manus-lillie)

1°) déparaffiner la coupe et hydrater,

2°) traiter a I'acide périodique pendant 10 mn,

3°) laver a I'eau courante pendant 10 mn,
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4°) traiter par le réactif de Schiff, en borrel bouché, pendant 10 mn,
5°) laver a I'eau distillée puis laver abondamment a I'eau courante,
6°) colorer le fond par I'nématoxyline de harris pendant 5 mn

7°) laver a I'eau courante,

8°) déshydrater et monter Résultats: Les composés P.A.S. positifs sont colorés en rouge et les
composés basophiles sont colorés en bleu par I'nématoxyline de Harris.

Annexe 16 : Méthode d’analyse d’indice de réfraction

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DU COMMERCE

I‘\V\HVSE Ne 11 95 08

IETHODE D'A

CORPS GRAS D'ORIGINES ANIMALE E¥WEGETALE
DETERMINATION DE L INDICE DE REFRACTION

A

24 Juiv 1997

I- DEFINITION ~

Indice de réfraction ( d'une substance ) : rapport de la vitesse
de Ja Tumiére & une longuenr donde définie dans le vide d sa

vitesse dans la substance

Iin pratique la vitesse de la lumicre dans Fair est utilisée a
I place de celle dans le vide etk longueur d'onde choisie,
est saul indicution contraire celle de i moyenne des raics
1) du sodium

(389.6 min)

L'indice de rélraction dune substance donnée varie avee la
longuewr d'onde de lu Jumicre incidente et avec la
température

Lu notation est ny, of Lest ki température en degrés celsius,
2- PRINCIPE 2
fesurage & Faide dun rélractométre convenable de l'indice

de rélraction de Péchantillon liguide & une température
constante

3- REACTIFS

3.1 = Bromoaphtaléne, ou knrate d'éthyle, de qualité pour
réfractométre ¢t dindice de rélraction connu, Clly (Cl1,), &
20°C (ND 1.4119)

3.2- “Irichloréthyléne, ou autres solvants tels que hexane;
Gther de pétrole acélone, toluéne, pour le neltoyage du
prisme du réfractomelre.

4-APPAREILLAGE
Matériel couramt de laboratoire, ¢t notamment:
4.1- Réfractométre, par exemple type ABBE, susceptible

de déterminer indice de rélraction i £ 0.0002 prés entre
N, = 1.3000 et N, = 1.7000.

Ce réfructométre doit étre ajuster de fagon & donner, 4 la température
de 20°C pour l'cau distillée, un indice de 1.3330.

4.2- Source de lumiére: Lampe d vapeur de sodium,
La lumicre blanghe peut &tre utilisée si le réfructométre est ¢quipé
d'un systéme de'comy i I iq

La lumiére de verre, d'indice de réfraction connu,

4.4+ Bain d'cau, réglable @ la température a laquelle les mesures sont
& elfectuer (cas des échantillons solides).

4- ECHANTILLONNAGE

Méthode ofliciell n® 11 95 00 , “corps gras d'origines animale et
végélale™ Echantillonnage :

5- MODE OPERATOIRE

5.1- Préparation de I'échantillon pour essai.

Préparer I'échantillon pour essai conformément i la méthode oflicielle
119501.

L'indice de réfraction doit ére déterminer sur le corps gras
parfaitement anhydre et filtré.

Dans le cas d'un échantillon solide, transférer 'échantillon préparé
duns un récipient convenable et le placer dans le bain d'eau (4.5), réglé
a lo température i luquelle les mesurages sont a ellectuer. Laisser un
temps sullisant pour que la température de échantillon se stabilise.

5.2- REGLAGE DE L'APPAREIL Vérifier le réglage du
réfractométre (4.1) en mesurant l'indice de réfraction de la lame de
verre (4.3) selon les instructions du fabricant ou en mesurant l'indice
de

réfraction de I’ - bromonaphtaléne ou du laurate d'éthyle (3.1).

5.3- Détermination

Mesurer  l'indice de réfraction de I'échantillon aux températures
suivanles:
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n) 20°C ponr les corps gris complctement liguides & cette
fempdraluec,

1) A0 ponire des eonps g complitoment Nediss 4 cotte
tempérmiure,

€) 50°C pour les corps grax complétement fomdus § celte
température mais pas & 40°C,

ol ;
1, st I tempémture de mesirapy,

toest la tempdnture de réfdrene

Annexe 17 : Méthode d’analyse d’indice de peroxyde

hade 3 .
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DU COMMERCE
.
Y RS
ANAL}
ANALY
CORPS GRAS D’ORIGINES ANIMALE ET VEGETALE
o5 24 JuIN 1997
DETERMINATION DE L'INDICE DE PEROXYDE
1-DEFINITION 42 Appareillage
Indice de peroxyde: ¢ de produil présent dans Tout le matériel doit étre exempt de substances réductrices on
I'échantillon, exprimée en milliéquivalents doxygéne nctif oxydanltes.
par kilogramme, oxydant liodure de | ium, dons les
conditions opératoires décriles. NOTE
Ne pas utiliser de gralsse pour o el aes en verne,
% ,Prhm[w . . . v 3 4.1- Flacons, & col rode, mimis de I»uughum en verre rodes,  de
nt dune priforme, par une solution diodure de 5 Siian 80t il i
assitn, (ilrge de Vise dessai, en solution da inerte, pur el sec (azote ou, ll\. préfirence, dioxyde de carbone).
acétigue ¢t du chloroode libéré par une solution titrée de -
thiosulfte e saditm. 4.2- Nucelles en verre, de capacité approprice i la prise d'essi
3- Rénetifs e
Tous les réactifs doivent élre de qualité analytique. L'cou 4.3- Burctte
ulilisée doit &tre de l'ean distillée de pureté an moins 44 o U e
( équivalente. Tous les réactifs doivent &tre exempts d'ox: -4- Balance analytique
dissout,

3.1- Chloroforme, privé d'oxygene par barbolage d'un
courant de gz inerte, pur et scc.

3.2- Acide acétique cristallisable, privé dloxygéne par
barbotage d'un courant de gaz inerte, pur et scc

3.3- Todure e potassium, solition agueiise \muu,
récemment préparce, exempte diode el iodates

cristuus nond
Vérfier tous |
0.5m1 de la s
scétique el de chlor
S une colorution bleue apparuit ef demunde plus de 1 gautte de soluthon de
thiasulfute de sadim 001N

pou witre, rejeteg la salution d'lodure de patassiun ot préparee une
nouvelle solution.

3.4- Thiosulfate de_sodium , solution titice 0.0IN ou
0.002N, étalonnée immédiatement avant 'emploi

3.5- Empois d'umidon
Mélanger Sg d'amidon soluble avee 30ml d'can bouillante, et
laisser bouillir durant 3 minutes.

5- Echantillonnage

Voir méthade officiclle n® 11 95.00

Stassurer lors du prélévement el de In conservation de Féchantillon,
que celui-cioest 4 Fabri de la lumiére vive, maintenu’ aue froid et
contenu dans des récipients en'verre, munis de bouchon en verre rodé
ou de bouchon en lidge, complétement remplis et hermétiquement
clos.

G- Mode opératoire
i doit étre ellectué en lumicre du jour diffise ou en lumicre

s S Prise d'essai
présume |

5% AN | 2
milliéquivalents/ i

Kg

20a1.2
1.2a0.8
08405
05403

! 5.0 4 2.0,

304 50
50490
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6.1- Prise d'essni

Peser, & 0.01g prés, I'échantillon dans des acons (4.1), une
masse de I'échantillon conforme au tableau suivant,  sclon
I'i!\ﬁcc de peroxyde présumé. Si le flacon ne peut étre pesé
directement, peser la prise d'essai dans des nacelles en verre

(4.2). L4

6.2- Détermination

Si la pesée a é1¢ eflectuée dans la nacelle (4.2), introduire,
dans I'un des Macons (4.1), la nacellt contenant la prise
d'essai.

Ajouter 10ml du chloroforme’(3.T). 1yissbhudrd rapidement la
prise d'essai en agitant.

Ajouter 15ml de lacide acétique (3.2), puis Iml de la
solution d'iodure de potassium (3.3).

Boucher nussitét le fMacon, Fagiter durant | minute ef le
laisser durant 5 minutes exactement, a l'abri de la lumicre, a
une température comprise entre 15 ¢t 25°C.

‘Ajonter environ 75ml d'cann, En agitant vigonreusement et en,

présence de guelgues gnu(fus de l'empois damidon (3.5)
comme indicateur, titrer liode libéré avee la solution de
thiosulfate de sodium (3.4), en utilisant la solution 0.002N
pour les indices présumés inféricnrs ou ¢paux 4 12 et Ia
solution 0.01N pour les indices présumés supéricurs a 12,

Effectuer deux délerminations sur I¢ méme échartion pour
cssai.

6.3- parallélement d la détermination, eflectuer m: essai a
blanc. Si le résultat de l'essai & blanc dépasse ¢ Iml de
solution de thiesulfate de sodivm 0.IN (3.4), remyaacer les
réactifs impurs.

7- Expression des résultats

7.1- Mode de caleul et formule.

L'indice de peroxyde, exprimé en milliéguivalents oxygéne
actil par kilogramme d'échantillon, est égal 4 :

( vl—\’")
e T X 1000
m
Vs Est le volume, en millilitres, de la solution de

thiosulfate de sodium (3.4), utilisé¢ pour 'essai 4 blanc;

V, Est le volume, en millilitres, de la solution de thiosulfate
de sodium (3.4), utilisé pour la détermination;

T Est la normalité de la solution de thiosulfite de sodium
(3.4), utilisée;

m Est la masse en gramme, de ta prise d'essai.

Prendre comme  résultat la moyenne  arithimélique des d
déterminations eflectudes.

NOTE

| ( Hlimales par kilogramme «

L'indice de peroxyde pent #tre ég eaprimé en

microgrammes d*axygéne sctif par gramme
(Voir annexe)

7.2- Répétabilité

La dilférence entre les résultats de denx dterminations, eflectu
simultanément ou rapideme une apres lantre, par le md
analyste, sur le méme ¢
suivanles:

s depasser les vale

Indice de peroxyde

a2 Aol 5 Répétabilité
millicquivalents / Kg i

Inféricur a | | 0.1
lao i (e
6al2 ‘ =5
supcricur a 12 |
ANNEXE

FACTEURS DE CONVERSION

Pour exprimer lindice de peroxyvde en millimoles d'oxygeéne actif
kilogramme de maticre grasse on en microgrammes d'oxygéne ac
par gramme de maticre grasse, multiplier le résultat obtenu en *
par les facteurs de conversion indiqués dins le tablean suivant:

kil l‘\CTI‘UiI DE
D'EXPRESSION o i s
; CONVERSION
millicquivalents/ Kg |
millimoles/kg 0.5
microgrammes/kg 8'
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Annexe 18 : Méthode détermination de la densité

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DU COMMERCE

HUILES ET GRAISSES

24 JuiN 1997

DETERMINATION DE LA DENSITE RELATIVE A t/200C [ ! : \

1/ DEFINITION

La densité refative a V20C° d'une huile ou d'ime maticére grasse
est le quotient de la masse dans 'atmosphére d'in certain
volume de cette huile on a (°C par la masse du méme volume
d'ean 4 20°C, les pesces étant faites avee les poids ajustés de
fagon & ¢quilibrer les poids de Taiton dans 'air,

2/ MODE OPERATOIRE

Etalonner comme suit, une fiole @ densité relative ou un
pycnometre (de 25ml au moins de capacité) : nettoyer et sécher
la fiole, puis la peser; la remplir d'ean distillée récemment
bouillie ¢t refroidie et la plonger dans un bain d'enu @ la
lempérature de 20°C jusqu'd ce quelic alteigne celle
température.

Si l'on utilise une Tiole, meltre en place le bouchon de telle
maniére que le tube capillaire soit complétement rempli d'eau,
puis maintenir le tout 4 20°C jusquii ce quiil 'y ait plus de
variation de volume. Essuyer le bouchon. Si 'on utilise un
pycnomctre, ajuster un trait le niveau du liquide.

Retirer la fiole ou lc pycnométre du bain, l'essuyer
extéricurement, Jaisser reposer quelque temps ¢l peser.

4
Vider ct sécher la fiole ou le pycnométre. Le remplir avee la
prise d'essai d'huile ou de matiére grasse
préeédemment amende an voisinage de la lempérature de (° C.
Maintenir Ia fiole on le pyenométre dans nn bain réglé 4 1°C
Jusqn'a ce qu'elle atteigne celte température. Si Fon ulilise une
fiole, mettre en place le bouchon de telle manicie que le tube
capillaire soit complétement  rempli d'huile ou de maticre
grasse, puis maintenir Ie tout a la température de °C jusqu'a ce
qu'il n'y ait de variations de volume.
Essayer le bouchon. Si T'on utilise un pyenometre ajuster au
trait le nivean de huile on de la grasse.Retirer Fapparcil du
bain, le sécher extéricurement, le Taisser reposer pendant un
pen de temps et le peser. Faire toules les pesces — dans Pair
avee des poids ajustés de manicre a équilibrer des poids de

laiton dans Tair.

TON DES RESULTATS

3/ CALCUL ET EXPRE

Densité relative 4 1/20°C dans air

m,

RN i 2n°cJ

= !
m = [I

ou
m; = masse en grammes de Mhnile on de Ta maticre grasse utilisée

pour l'examen .

my = masse en grammes de Fean utilisée dans le test détalonnage

el: o

= cocflicient de dilatation cubique du verre i la temperature donnce.
= 0.000 03 pour le verre a la soude.
=0.000 01 pour le verre au borosilicale

4/ NOTE

futhne ne se sépare ubsolment pas de Mhaile on de In
wture proche de T et que hnile ou lu graisse ne

Soux réserve que lu s
gralsse & une temy
contiennent aucune quantité

Visible d*'hamidité ou d'impuretés, b densité relative pent étre déterminée
P iporte quelle température sit (1£5)°C et (t-5) °C;,

On caleule ta densité relative i 020 & partie du ehifTee ainsi ohtena en
ajoutant & ce chift

exeide € ou en soustrayant 0,000 69 pour chaque
degrés centigrade dont Ta température ohservée est Infértenre  t (2

e 0000069 powre chague degrés contigrade dont Ia -
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) 20°C pour les corps gras complétement liguides a cetle
température; :

'
b) 40°C pour les eorps gras compltement thindus a cotto
température;

¢) 50°C pour les corps gras complétement fondus a celte
température mais pas a 40°C;

d) 60°C pour les corps gras complétement fondus a cette
température mais pas a 50°C;

e) 80°C  ou plus les autres corps gras totalement

hydrogénés ou des cires.

Maintenir la température du prisme du réfractométre a la
valeur constinte néeessaire au moyen d'une circulaire d'ean
assurée par lc bain d'ean (4.4) réglé 4 0.1°C pres.

Contréler la température de l'can sortant du réfractométre en
utilisant un thermométre de précision convenable,
Immédiatement avant le mesurage, abaisser la partic mobile
du prisme en ‘position horizontale. Essuyer la surface du
prisme d'abord avee un chiffon doux, ensuile avee un tampon
d'ouate mouillé par quelques gouttes de solvant (3.2).
' 3

Effectuer les mesurages conformément aux instructions
opératoires de 'appareil utilisé.

Lire lindice:de réfraction & 0.0002 prés en valeur absolue et
nolter la température du prisme de 'appareil.

Immédiatement aprés le mesurage, essuyer la surface du
prisme avee un chiffon doux, puis avec un tampon d'ouate
mouill¢ aprés quelques gouttes de solvant (3.2).

Mesurer deux autres fois I'indice de réfraction et caleuler la
moyenne arithmétique des (rois mesurages.

5.4 Nombre de déterminations
Effectner deux déterminations sur des prises d'essai

provenant du méme échantillon pour essai

6- EXPRESSION DES RESULTATS

6.1- Mode de calcul et formules

si la différence entre la température de mesurage {, et la

température de référence t est inféricure & 3°C, l'indice de
réfraction ny'a la température de référence test donnée par

la formule:
D)Si ot >t

No'=N,"+(t,-t)F
b)8i f, <t

Nn'=Nn""'("'|)F

Annexes

ol ;
t, est la température de mesurage,
t est la température de référence:

F est le facteur de correction, fonction de la temperatie
0.00035 pour t = 20°C, pour les huiles;

0.00036 pour t =40°C, t = 50°C, t = 60°C pour les gri
cl les mélanges d'acides gras;

0.00037 pour == R0O°C on plus, pour les cires

Prendre comme résultat la movenne arithmétique des valeurs
pour les deux déterminations (S.:1) si la condition de répétabi
6.2) est remplic.

Noter le résultal arrondi i la quatricme décimale.
tey f o

NOTE 2

Dans 'expression dex résultats, It Fant tenlr compte du fait que by

d'acldes gras libres ahalsse fortement Mindice de réfraction.

Stl'indice d'uclde est 2, afouter 0,000 045 pour unité d'indiee o'

6.2- Répétabilité

La différence entre les valers obtenues pour les deux déterm
(5.4) eflectuées rapidement 'une apres Fautre par le méme
ne.doit pas dépasser 0.0002 unité¢ dindice de rélraction. Sinon
les déterminations.
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Annexe 19 : Méthode détermination de I’indice de Saponification

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DU COMMERCE

IETHO

L

DE D'ANALYSE

CORPS GRAS D’ORIGINES ANIMALE ET VEGETALE

DETERMINATION DE L'INDICE DE SAPONIFICATION

,1- DEFINITION

Indice de saponification : nombre de milligrammes d'hydroxyde
de potassinm nécessaire: pour saponificr 1g de matidre grasse
dans les conditions spéeifices.

}

2-PRINCIPE

Ebullition & reflux échantillon avec une solution éthanolique
d'hydroxyde de potassium, et titrage de l'excés dhydroxyde de
polassium, par unc solution titrée d'acide chlorhydrique.

3-REACTIFS

3.1-Ilydroxyde de potassium, solution environ 0.SN dans
I'éthanol de 94 4 97 % (V/V).

Celte solution’ doit étre incolore ou jaune paille. Une solution
stable ¢t incolore peut étre obtenue sclon 'ine des modes
opératoires suivants :

1)- Faire bouillir & reflux 1 litre d'éthanol avee 8g d'hydroxyde
de polassium et Sg de copeaux d'aluminium, @urant Th) puis
distiller Ta immédiatement . Dissoudre dans Te distillat la
Quantité requise d'hydroxyde de potassium. Laisser reposer
durant plusicurs jours, puis décanter la liquide clair sumagennt
pour le séparer du carbonate de potassium déposé,

2)- Ajouter 4g de ter-butoxyde daluminium a 1 litre d'éthanol
et laisser le mélange reposer durant plusicurs jours, décanter le
liquide surnageant ct dissoudre dans ce liquide la quantité
requise d'hydroxyde de polassivim. Laisser reposer durant
plusieurs jours, puis décanter le liquide clair sumageant pour le
séparer du carbonate de potassium déposé.

Conserver cetfe solution dans un récipient en verre brun ou
jaune muni d'un bouchon en caoutchonc ct la décanter avant
T'utilisation.

3.2- Acide chlorhydrique, solution titrée 0.5 N, la normalité

étant détenminée avee trois décimales .

24 JuIN 1997

3.3- Phénolphtaléine, solution
Dissoudre g de phénolphtaléine dans 100ml d'éthanol a 90% (V/V).

3.4 - Régularisateurs d'¢bullition

4-APPAREILLAGE
Matériel courant de laboratoire, et nolamment :

4.1- Fiole conique,de 250ml, en verre résistant aux alcalis, a col rodé.

4.2- Réfrigérant a reflux, avee rodage en verre adaplable a la Hole
conique (4.1).

4.3- Dispositil de chanlMage (bain d'can, plaque électronigue
chaulTante, ou tout autre apparcil approprié; ne pas utiliser de la
Namme nue).

4.4- Burelte, de 50ml

4.5- Pipelle, de 25ml

4.6-Balance analytique

5- ECHIANTILLONNAGE
Voir méthode n” 11 .95 .01

6- MODE OPERATOIRE

6.1- Préparation de 'échantillon pour essai

Faire fondre de Féchantillon si néeessaire, @ une température
d'environ m au dessus du point de Tusion, et filtrer, & cette
température, sur un_papicr_pour [iltration rapide sur lequel on aura
placé 4g de sulfate de sodinm_anhydre et 1g d'adjuvant de filtration.
Répéter autant de fois qu'il est néeessaire jusqua ce que e filtrat soit
parfaitement limpide.

6.2- Prise d'essai

Peser, a 0.005 prés,dans la fiole conique (4.1), une masse de
I'échantillon pour essai (6.1) homogéndisé, telle que le volume de la
solution d'acide chlorhydrique (3.2) requis par la délermination
(6.3.2) soit approximativemient la moitic¢ de celui requis pour Vessai
a blanc (6.4). Cette masse sera en général d'environ 2g.
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S/ DENSITE
COMESTIBLES

Huile de colza
Huile de tournesol

Tuile de carthame’

Huile de soja
Fuile d'arachide
Inile d'olive
(vierge et rallinde)
Huile de mais
Thiile de coton

Inile de sésame

Annexes

RELATIVE DE QUELQUES HUILES

Densité relative
20°C/eau 20°C

0.910 - 0.920
0.918-0923"
0.922 -0.927
0.919 -0.925
0.914-0.917
0.‘)[0-(),“)I6 .

3 AL
0.917 - 0.925
0.918 - 0.926
0.915 -0.925

Annexe 20 : Méthode détermination de ’indice d’acidité.

Corps gras d’origines animale et végétale NF T 60-204
Détermination de I'indice d'acide " ' Décembre 1985
et de I'acidité

Méthodes titrimétriques Chude da 1.°‘€lﬁ°m %

s A
'S

AVANT-PROPOS

La présente norme est en concordance technique avec Ia norme internationsale 1SO 660-1983. Cependant,
contrairement A la norme internationnle. elle permet l'utilisation d'une auvtre méthode titrimétrique et ne
reprend pas Ia méthode potentiométrique qui fait Fobjet d'une nutre norme francaise : NF T 60-221.

1 OBJET ET DOMAINE D'APPLICATION

Laprésents norme spécifio deox méthodas titrimétriques da détermination des acldes gras libres dans las corps
grna d’'origines animale »t végétale La tanour an acides gras librns est exprimde, de préférence, par I'indice
d'acide ou, en alternative, par | nacidité calculée conventionnellemant LS

La méthode au mélange oxyde diéthylique-éthanol est applicable & tous les corps gras et sux cires solubles dans
les conditions da l'essai ) g A

Ln méthode A I'éthanol est applicablne A& tous Ins corps gras Elle n'ast pas aux phosp i et sux
cires B .

Dans le cas de corps gras foncés dont Ia couleur ne permet pns d'spercevolr nettement le virage de In
phénolphtaléine. utiliser la méthoda potentinmétrique qui fait 'objet de la norme NF T 80-221.

2 REFERENCES

NF T 60.200 Corps aras d'origines animale ot vagétala -- Préparation de I'échantillon pour lsborstolre en

vun da Unannlyse '

NF T 60 221 Corpa geas d origines animain at vAgAinin Datarmination da Uindien d'aclda st do I'nclditd
— Méthode potentiométrique : Z

T 60-280 Corps gras d'origines animale et végétale — Echantillonnage.

3 DEFINITIONS

Dans la cadre de 1a présente norme, les sont : s

3.1 Indice d'acida : Nombra de milligrammes d hydroxyda de potassium nécesssires pour neutraliser les
acides gras libres présents dans 1 g de corps gras. ot ¢ . J

% i
3.2 Acldité : Exprassion ¢ o dur 2 an d'ncides gras libras.

Lo e

138



Sl TR NF T 60-204

Selon la nature du corps gras, I'aciditd peut nussi Atre exprimén comma indiqué dans le tabilnag 1

Tableau 1
Nature du corps gras Expraanion Maasa molnire
g/mol
Huile da coprah, huila de palmiste et hullas similnires Acida lauriqun 200
-
Huile de palme Aride palmitiqua 256
Tous sutres corps gros Acide oldiqun 282

Sl le rdsultat indique simplement « aciditd », sans auvlrn précision, elln est par convantion exprimée en
pourcentage d'aclde oldiqua.

Si I'échantilion contient des acides mindraux, ceux-ci sont par convention déterminés commae acides gras.

4 METHODE AU MELANGE OXYDE DIETHYLIQUE-ETHANOL

4.1 Principe

i‘ Mise en solution d'une prise d’essai dans un mélange da solvants, puis titrage des acides greslibres présents =

"x"',i'aldu d’une solution éthanolique d'hydroxyde de potassium s,
g

" 4.2  Réactifs

i
. Tous les réactifs dolvent Atre da qualitd annlytiqun raconnun, et I'anu utllisda doit Atra do I'asu distillés ou de
pureté dquivalentes.

4.2.‘ Oxyde dléthylique/éthanol & 95 % (V/V), mélanga 1 + 1 an volume.

AVERTISSEMENT : L'oxydn didthyliquae ast trds Inflammable et peut former des peroxydes explosifs. (| doit

Villok gtmss 8tre utilisd en prenant des précautions particulidres

Neutraliser axactement au moment de I'emploi avec Ia solution d’hydroxyde de potassium (4.2.2), en présence. ;

i

: dyc 0.3 i de Ia solution de phénolphtaléine (4.2.3) pour 100 ml de mélahge. : it}

'.Note: S'il n'est pas possible d'utiliser I'oxyde diéthylique, un mélange de solvants lormé d'éthanol et de
14l ) toludne peut 8tre utilisé, S| ndcessaire, I'édthanocl peut 8tre remplacé par le propsnol-2,

4.2.2 Hydroxyde de potassium, solution éthanolique titrée. c(KOH) = 0,1 mol/1 environ, ou, si nécessaire,
;‘é(KOHl = 0,6 mol/| environ. T

' La concentration exacte de la solution éthanolique d'hydroxyde de potassium doit 8ire connhvue, ot vérifiée
 Immédiatement avant I'emplol. Utiliser une solution préparés au molins 6 jours avant emplol et décantée dars'
P J; flacon en verre brun fermé evec un bouchon de caoutchouc. La solution dolit 81re incolore ou jaune pallle. |

A 8 i 4 ’ i

Note: Una solution Incolore stable d'hydroxyde de potsssium paut 8tre préparée de la facoh sulvants. Portef t°

' maintenir durant 1 ha I'ébullition A reflux 1 000 m! d’dthanol avec 8 g d’hydroxyde de potassium et 0.5 0;
. de rognures d'sluminium. Distiller Immédiastement. Di ire dens le distill
i . d’hydroxydede p lum. Laisser rep durantplusieurs jours et décanter le liquide clair surnageant
Y " " du précipité de carbonate de potassium. - y d i

La solution peut sussi tre préparée sans distillation de s facon suivante. A 1 000 mld'éthanol, sjouter .
4 ml de butylate d'aluminium et laisser reposer le mélange durant qusiques jours. Décanter le liquide
surnageant et y dissoudre la quantité requise d’hydroxyde de potassium. Cette solution est préte pour
I'emploi. .

- 114 —

Annexes

la quantitd requigel, !
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Résumé

La présente thése constitue une contribution scientifique a étudiée quelques effets
toxicologiques pharmacologiques et de deux extraits d’Artemisia herba alba Asso. Les lapins traité
montrent une sensibilisation. L ’application itérative par voie oculaire de 1’huile d’ Artemisia a la dose
de 0,1ml a entrainé un signe de toxicité. Les résultats biochimiques ont montré que cette huile
maintien les taux d’ALAT et d’ASAT a des taux supérieurs aux témoins justifiant de ce fait possible
effet hépato protecteur. Une augmentation significative de la glycémie, mais toujours dans la
fourchette des normes physiologiques, a été enregistrée laissant penser a effet anti glycogénogénese
possible, aussi une augmentation de cholestérol, créatinine, urée, GB, HC, mais toujours dans les

normes, ce qui refléte une perturbation de métabolisme biochimique.

De méme plante les polyphénols ont été non révélés une intoxication suite & une toxication
chez les lapins. Ce qui confirme par des coupes histologique au niveau de I’ceil. L’étude conclut que

I’huile d’Artemisia herba alba Asso est irritant pour la I’ceil. Elle est tolérable a court terme.

Mots clés : Artemisia herba alba Asso., huile essentielle, polyphénols, remeéde, irritation,

toxicité, fonction hépatorénale.
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