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Résumé

L’objectif de cette étude porte sur I’effet de divers extraits des clous de girofle sur
quelques parametres biochimiques, et 1’effet ponderal chez les lapins de souche locale,
Oryctolagus cuniculus domesticus, rendus diabétiques par injection de 1’Alloxane, substance
diabétogene.

Actuellement, les plantes médicinales sont la base de toutes les recherches afin de pouvoir
extraire des substances bioactives a caractere préventif et curatif, pour différentes maladies,
chroniques ou aigues. Cependant, les troubles d’origine endocrinienne ont pris une ampleur de
haut degré de fagon a ce qu’ils sont devenus plus fréquents, cas du diabéte qui occupe la
premiere place de ces maladies, sont soulagés ou guéris par des principes actifs a activité
antidiabétique. A cet effet, les clous de girofle ont toutes les caractéristiques pour étre utilisés
clomme phytomédicaments afin de traiter ou de prévenir ce trouble endocrinien qui prend de
I’ampleur a travers le monde. A cet effet, il nous parut plus qu’utile de mener une
expérimentation pour connaitre leurs effets sur les paramétres métaboliques chez les lapins
rendus diabétiques.

Ainsi, les différents extraits (aqueux, éthanolique, méthanolique), employés Comme
traitement ont donné des résultats satisfaisants pour tous les paramétres étudiés en plus ont
entrainé un effet significatif sur la diminution des taux du cholestérol, de triglycérides par
contre elles entrainent une diminution des autres parametres biochimiques en particulier la

glycémie

Les mots clés : Alloxane, clou de girofle, glycémie, Triglycérides, cholestérol, transaminases,
phosphatase alcaline.



Summary

The objective of this study concerns the effect of various extracts of cloves on some
biochemical parameters, and the weight effect in rabbits of local strain, Oryctolagus
cuniculus domesticus, made diabetic by injection of Alloxane, a diabetogenic substance.
Currently, medicinal plants are the basis of all research in order to be able to extract
bioactive substances with a preventive and curative character, for different diseases,
chronic or acute. However, the disorders of endocrine origin have taken on a high degree
of magnitude so that they have become more frequent, the case of diabetes, which occupies
the first place of these diseases, are relieved or cured by active ingredients with activity
antidiabetic. To this end, cloves have all the characteristics to be used as phytomedicines to
treat or prevent this endocrine disorder which is gaining momentum throughout the world.
To this end, it seemed more than useful to us to carry out an experiment to know their
effects on the metabolic parameters in rabbits made diabetic. Thus, the different extracts
(aqueous, ethanolic, methanolic), used as treatment gave satisfactory results for all the
parameters studied in addition to having a significant effect on the reduction of cholesterol
levels, triglycerides on the other hand they lead to a reduction of other biochemical
parameters in particular blood sugar

Key words: Alloxane, clove, blood sugar, Triglycerides, cholesterol, transaminases,
alkaline phosphatase.
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GLUT 2 : glucose transporteur
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GPO : glycérophosphate déshydrogénase
K1 : iodure de potassium

LPL : lipoprotéine lipase
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T : témoin

TG : triglycérides

IC : capacité inhibitrice

DID : Diabéte Inssluno Dépendant

H : Humidité
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Liste des unités

% : pour cent

°C : Degré Celsius

pg/ml : Microgramme par millilitre.
Cm : centimétre

mm : millimétre

Mg : milligramme

Mg/ml : milligramme par millilitre
Mg/dl : milligramme par deécilitre
MI/kg : millilitre par kilogramme
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mmol/l : millimol par litre
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ug EAG /mg : microgramme equivalent en acide galique par milligramme
ug EAQ/mg : microgramme equivalent en acide Quercitine par milligramm
DA :dalton



Liste des figures

N° Titre Page
Figure 01 Anatomie générale du Pancréas. 03
. Mécanismes d’action de I’insuline sur les tissus ciblent. 05
Figure 02
Figure 03 .Schéma des mécanismes du diabéte de type 1 et 2. 07
Figure 04 Physiopathologie de laforme commune du diabéte de type 2. 08
Figure 05 Le clou de girofle (Syzyguim aromaticuim). 20
Figure 06 Pierre poivre (1719-1786). 21
Figure 07 Allure d’un giroflier de Madagascar 23
feuilles jeunes de couleur rose et feuilles matures de couleur verte du 23
Figure 08 (giroflier.
. Branche de giroflier portant les clous en inflorescence terminale 24
Figure 09
Figure 10 Boutons floraux et fleurs de giroflier 24
Syzygium aromaticum, pousse florifére (bouton floral. a droite et fruit o5
Figure 11 a gauche surmonté des restes du calice
. Clous rose récoltés avant I'épanouissement de la fleur 25
Figure 12
I’eugénol (Composé majeur de I'huile essentielle des clous de 30
Figure 13 girofle).
girofle (Syzygium aromaticum) 37
Figure 14
Diagramme représentant les différentes étapes de la préparation de la 38
Figure 15 matiere premiére
Figure16 Evaporateur rotatif C.U.Mila 39
. Diagramme représentant les différentes étapes de la préparation de la 40
Figure 17 | atiere premiére
. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH-+ entre 1’espéce 45
Figure 18

radicalaire DPPH-+ et un antioxydant




N° Titre Page
Spectrophotométre 46
Figure 19
Figure 20 Préparation des suspensions bactériennes p74 48
Figure 21 Principe de la méthode de diffusion par disques 48
Figure 22 préparation des disques dans les boites de géloses MH 49
Figure 23 Lapins au niveau de 1’animalerie 50
Figure 24 L’alloxane 51
Figure 25 Induction du diabéte 52
Figure 26 Pesé le poids et mesuré les glycémies des lapins 53
Figure 27 Différents lots 54
Figure 28 Gavage des lapins 55
Figure 29 Abattage des lapins 56
Figure 30 | Dosage des paramétres biochimiques 60
Figure 31 Teneur en eau et le taux de matiére séche des clous de girofle P91 68
Fi 30 Les rendements de différents extraits de clous de girofle
ijgure 69
Figure 33 Courbe d’¢étalonnage de 1’acide gallique 70
Figure 34 Dosage des polyphénols [
Figure 35 | Courbe d’étalonnage de la quercétine 2
Teneur en flavonoides totaux de trois extraits des clous de girofle 72
Figure 36
Figure 37 Activité anti oxydante ’EAB 3
Figure 38 Activité anti oxydante d’E.Méthn 73
Figure 39 | Activit¢ anti oxydante d’E.Ethn 74




Variation du poids corporels de lot témoin durant 35 jours

Figure 40 8

) Variation du poids corporels du lot malade non traité (MNT) durant 78
Figure 41 35 i

jours

. Variation du poids corporels du lot traité par E.A.B durant 35 jours 79
Figure 42

) Variation du poids corporels du lot traité par E.Ethn durant 35 jours 79
Figure43

. Variation du poids corporels du lot traité par E.Méthn durant 35 jours 80
Figure44

. Comparaison de la glycémie de lot témoin et lot du MNT 81
Figure45

. Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits 82
Figure46
Fi 47 Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits et 83

\gure le lot témoin

. Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits et 84
Figure 48

le lot MNT




Liste des tableaux

NE Titre Page
Tableau01 |Situation botanique de I’espéce Syzygium aromaticum 21
Tableau 02 Dénomination internationales de Syzygium aromaticum 22
Tableau03 | Tableau descriptif des différentes souches bactériennes testées 46
Tableau 04 Tableau descriptif des milieux de culture utilisés 47
Tableau 05 Propriétés chimiques d’alloxane 51
Tableau 06 Doses administrées aux différents lots 55
Tableau 07 | Profil phytochimique clous de girofles 66
Tableau 08 | Absorbance des différentes concentrations en acide gallique 69

Résultats du dosage des polyphénols de clou de girofle 69
Tableau 09
Résultats du dosage des flavonoides de clou de girofle
70
Tableau 10
Photographie des boites du test de I’activité antibactérienne
74
Tableau 11
Degrés de sensibilités des souches testés vis-a-vis des extraits 75
les parametres biochimiques apres abattage ou sacrifice des lapins 84

Tableau 13

(aprés 5 semaines traitement)




Introduction



Introduction

INTRODUCTION

Les herbes et les plantes constituent une classe importante de plantes phytothérapeutiques qui
intervient dans un réle majeur, aussi bien, chez les humains que les animaux en constituant
une source alimentaire bien équilibrée. Cependant, en plus, elles leur servent, comme source
de substances bioactives pour se soigner, prévenir ou guérir certaines maladies, sans le savoir,
du fait qu’elles sont consommées quotidiennement. Ainsi, ces plantes renferment une
multitude de métabolites secondaires responsables d’activités biologiques aussi nécessaires
qu’indispensables telles que les activités antioxydants, antidiabétique et antimicrobienne. A
cet effet, plusieurs recherches ont mis en évidence certaines substances bioactives d’une
valeur exceptionnelle comme les poly phénols, flavonoides...etc., dont I’é¢tude de leur
structure moléculaire a permis d’améliorer leur utilisation et de développer de nouvelles voies
de leurs usages, ou tout simplement utilisées comme remédes ou phytomedicaments
préventifs ou curatifs pour lutter contre certaines maladies.

Ainsi, il faut noter que pour le giroflier (Syzygium aromaticum) deux « organes » sont
essentiellement collectés a savoir les clous et les feuilles d’ou deux produits majeurs sont
commercialisés soit les clous séchés et les huiles essentielles, extraites des clous, des feuilles
et des griffes. Les études ont permis de maitriser les facteurs de variabilités du rendement et
de la composition chimique des de ces substances du giroflier. A, cet effet, Il est possible
d’utiliser la teneur en composants majoritaires pour pouvoir différencier 1’origine de leur
extraction soit les clous, les feuilles et les griffes du giroflier. Cependant, le meilleur moment
ou les clous de girofle ont une forte concentration en substances bioactives reste le stade de
bourgeon final (clous en plein maturité) pour obtenir un meilleur rendement et une haute
teneur en ces molécules naturelles car il convient de les extraire aprés une semaine de séchage
a I’ombre des clous.

Il faut noter, cependant, que la phytothérapie a pris de I’ampleur depuis quelques décennies,
en particulier pour les maladies singuliéres avant de se propager a d’autres plus compliquées,
comme le diabéte avec ses différents types, ou sa réputation est devenue irréprochable.

Le diabéte, deuxiéeme maladie endocrinienne apres le goitre est réputée par ses répercussions
sur la santé du diabétique en induisant des effets néfastes importants comme la cécite,
I’insuffisance rénale, l’infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux et
I’amputation des membres inférieurs. Ainsi, entre 2000 et 2016, la mortalité prématurée
attribuable au diabete a augmenté de 5 %, ou 1,5 million de déces sont directement provoqués
par le diabete en 2019, tandis que 2,2 millions de déces dus a ’hyperglycémie en 2012.

Pour diminuer ces conséquences il faut suivre une phytothérapie a base de plantes
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antidiabétiques en infusion, décoction ou autres moyens. En plus il est nécessaire de suivre

une alimentation saine, une activité physique réguliere, un poids normal et éviter la
consommation de tabac, prendre des médicaments, un dépistage régulier et le traitement des
complications permettent de traiter le diabéte et d’éviter ou de retarder les conséquences qu’il
peut y en avoir.
C’est dans ce cadre que s’articule cette recherche intitulée « Effets des substances bioactives
des clous de girofle sur quelques parametres biochimiques chez le lapin diabétique ».
A cet effet, il nous parut nécessaire de scinder ce travail en

v Apercu général sur le diabéte.

v’ Phytothérapie
v Apercu général sur les clous de girofle
v’ Caractérisation pharmacologique de la spéculation étudiée

Et pour terminer une discussion générale suivie d’une conclusion et perspectives.
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Introduction

Le glucose est un Substrat énergétique essentiel pour I’organisme humain. Ainsi, son transport
est facilité dans les cellules grace a une famille de protéines transmembranaires, les GLUT. I
faut signaler que de nombreuses pathologies sont associées a des anomalies de son transport
comme les maladies neuro-dégéneratives, cancers et diabéte (19). Le diabéte est une maladie
métabolique qui se traduit par une hyperglycémie chronique (2). Ce dernier produit des
dommages a long terme avec plusieurs complications. La dérégulation de I’homéostasie du
glucose peut résulter d’altérations de 1’insu lino-sécrétion, de 1’action de 1’insuline ou des deux.
Les mécanismes physiopathologiques pouvant conduire aux différentes formes de diabete qui

sont multiples Métabolisme et contréle de la glycémie (7).
I. Le Pancréas
I.1. Anatomie et histologie du pancréas

Le pancréas est un organe abdominal profond situé en arrieére de 1’estomac. Il est composé de
trois parties distinctes a savoir la téte qui s’insére dans le cadre du duodénum, le corps et la queue
qui se prolongent jusqu’au bord de la rate. Il est une glande mixte (amphicrine) dont le tissu
exocrine contribue a la fonction digestive libérant le suc pancréatique riche en pro-enzymes alors
que le tissu endocrine sécréte dans la circulation systémique des hormones nécessaires aux
métabolismes cellulaires et notamment celui des glucides (15). A cet effet, on distingue quatre
types cellulaires (a, B, y et 8) qui ne sont pas représentés de maniére uniforme, dont les cellules j3,
sont majoritaires avec 75%. Notons que ces cellules des ilots de Langheranssont a I’origine de la
sécrétion de nombreuses hormones telles que I’insuline, le glucagon, la somatostatine et le

polypeptide pancréatique (10).
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Figure 0 1 : Anatomie générale du Pancréas (3)
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Il. Insuline
I1. 1. Définition

L’insuline est sécrétée par les cellules endocrines du pancréas (les cellules B des ilots de
Langerhans) (9). Elle est secrétée en réponse a une augmentation de la glycémie et aussi
stimulée par différentes hormones digestives. Elle est synthétisée sous forme d’une pro
hormone, la pro- insuline, sera clivée puis secrétée sous forme d’insuline et de peptide C
(12)

Le glucose entre dans les cellules B via des transporteurs GLUT2 ou il sera phosphorylé par
la glucokinase puis métabolisé en pyruvate dans le cytoplasme. Le pyruvate passe, ensulite,
dans les mitochondries ou il est métabolis¢ en CO2 et H20 via le cycle de 1’acide citrique,
ce qui entraine la formation d’ATP par phosphorylation oxydative (6), (22).

Elle a un réle majeur dans la régulation de I’homéostasie du glucose et agit au niveau de
trois cibles organiques : le foie, le muscle et le tissu adipeux. Elle stimule I’entrée du
glucose dans les tissus cibles, son stockage sous forme de glycogene et de triglycérides et
son oxydation via la glycolyse mais, aussi, stimulée par différentes hormones digestives
(Site webl).

Il. 2. Mécanisme d’action

L’insuline agit sur les tissus cibles en se fixant sur des récepteurs membranaires spécifiques
Appartenant a la classe des tyrosines kinases (fig2). Pendant cette étape le complexe « insuline
— recepteur » ; stimule IP’activité intrinséque de la tyrosine Kinase, aboutissant a
I’autophosphorylation du récepteur et a 1’adhésion des molécules intracellulaires. Ces
molécules activent une série de

Processus en cascade au niveau intracellulaire de réaction de phosphorylation et de
déphosphorylation entrainant 1’effet biologique (stimulation du transport de glucose, effets

mitogénes, etc.) (17)
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Figure 02 : Mécanismes d’action de I’insuline sur les tissus ciblent (13)

L’insuline est une hormone anabolisante par excellence, permet la captation de glucose, depuis le
compartiment sanguin par stimulation de la translocation des transporteurs de glucose insulino-
sensibles GLUT4 du cytoplasme vers les membranes cellulaires, et permet par la suite son entrée
dans la cellule.

Cependant, elle fait baisser la concentration d’acides aminés dans le sang et stimule la synthése
des protéines tout en favorisant le transport actif d’acides aminés du sang vers les cellules
musculaires et vers d’autres tissus. Elle stimule, aussi, la synthése des protéines a partir des
acides aminés, par contre elle inhibe le catabolisme protéique, d’ou il en résulte la diminution

de la synthése d’urée et de la gluconéogenése a partir d’acides aminés glucoformateurs (18).

I11. diabéte

111. 1 Définition

Le diabéte est une maladie métabolique caracterisée par une élévation anormale chronique du
taux de sucre dans le sang. Cette augmentation de la glycémie est causée par un
dysfonctionnement de la sécrétion ou de l'action de l'insuline, une hormone fabriquée par le
pancréas. (1)

Il peut étre, aussi, est défini comme un trouble de 1’assimilation, ainsi que du stockage et de
I’utilisation des sucres dans 1’alimentation. Elle se manifeste par un taux de glucose sanguin trop
élevé ou hyperglycémie, une affection métabolique caractérisée par une déficience soit de
I’action de I’insuline (insulino résistance), soit de la sécrétion d’insuline par les cellules B du
pancréas, soit des deux (Site webl).

L’hyperglycémie chronique est associée a terme a des complications organiques spécifiques
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touchant le cceur et les vaisseaux (21).

I11.2. Classifications
Le diabete est une maladie qui empéche le corps d'utiliser correctement I'énergie fournie par les
aliments ingérés. Par ailleurs, la maladie survient lorsque le pancréas ne sécrete plus d'insuline
ou lorsque le corps devient résistant a I'insuline produite (1) La physiopathologie a 1’origine de
cette carence insulinaire, gestationnel. Outre les facteurs génétiques et environnementaux, les
travaux de recherche révélent désormais I’importance de 1’épigénétique, de la fonction intestinale
et du microbiote comme des facteurs clés dans le développement des différents types de diabéte
(5).
Il existe 3 principaux types de diabéte :

111.2 .1. Le diabéte de type 1 (anciennement insulinodépendant DID)
Ce type de diabéte, maladie auto-immune, apparait généralement chez les personnes de moins de
20 ans et touche environ 10 % des personnes vivant avec le diabete (8).
Le systeme immunitaire va détruire les Tlots de Langerhans du pancréas en raison de Facteurs
génetiques et/ou d'une infection virale (rubéole par exemple (1).
I11. 2 .2. Le diabete de type 2(diabéte non insulino-dépendant)
Le diabéte de type 2 est la forme la plus fréquente de diabéte, avec 90 % des cas (touche toutes
les tranches d’age). (8) Il est caractérisé par une insuffisance de sécrétion d’insuline, une
sécrétion de glucagon inappropriée, hormones intestinales stimulant la sécrétion post -prandiale
de I’insuline, Il reste, une maladie, trés longtemps silencieuse et pouvant évoluer pendant des
années sans provoquer aucune manifestation (14). La majorité des diabétiques de type 2 ne
ressent aucune géne pendant de nombreuses anneées, donc, il ne se voit pas (1)

Dans le diabéte de type 2, deux phénomenes sont généralement présents (8)

v" Une résistance du corps a I’action de I’insuline,

v" Une diminution de la production d’insuline.
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Figure 03 : Schéma des mécanismes du diabéte de type 1 et 2

111. 2. 3. Le diabéte gestationnel

Il touche 3 & 20 % des femmes enceintes et se produit pendant la grossesse n’ayant pas de
diabete auparavant mais risque de développer le diabéte de type 2 dans les années qui suivent
(15).

111.2.4 Autres types spécifiques de dibete

Ils sont peu fréquents et comprennent les diabetes iatrogénes (corticoides, Immunosuppresseurs,
etc.), les diabetes par atteinte du pancréas endocrine (hémochromatose, mucoviscidose, etc.), le
diabete génétique monogénique, le diabete du glucagon me (rarissime), le diabéte par inhibition
fonctionnelle de I’insulino sécretion (hypokaliémie, somatostinome), le diabéte par insulino
résistance secondaire (hypercorticisme, acromégalie, hyperthyroidie) et le diabete par défaut

génétique de I’action de I’insuline (4).
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111.3. Facteurs de risques
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Figure 04: Physiopathologie de laforme commune du diabéte de type 2. (20)
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Introduction

La nature cache une multitude de merveilles auxquelles, trop souvent, aucune attention n’est
portée. En effet, le monde végétal, trés vaste, offre depuis des milliers d’années des substances
bioactives nécessaires a la survie des espéces humaine et animale. Il leur fournit des

ressources essentielles a leur alimentation, a leur hygiéne et surtout, leur santé.

I. Les plantes meédicinales

Les plantes médicinales contiennent des drogues végétales les quelles au minimum une
portion énergumeéne possede des propriétés médicamenteuses (14). Elles peuvent étre soit des
plantes entieres soit des parties de plantes (feuilles pédoncules bourgeons fleurs racines
tubercules). Elles incluent les herbes simples, les préparations traditionnelles, le méli-mélo
d’herbes différentes et 1’association d’un pour ces trois types.

La phytothérapie est dite "medecine douce", terme impropre pouvant mettre le doute dans
I'esprit du public "douce" s'apparente a "sans danger”, alors que ce n'est pas le cas, elle peut

étre dangereuse suivant les plantes et les doses administrées (7).

I1. la phytothérapie
I1. 1. Définition.
Le mot phytothérapie provient deux mots (phyton =plante et therapein =traitement) qui
Signifient essentiellement « les plantes et traitement ». Elle désigne a traiter les troubles
fonctionnels au moyen de plantes, de parties de plantes et de préparations a base de plantes
(4).
On distingue trois types de pratiques (16) :

% Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur l'utilisation des plantes
selon les vertus découvertes empiriquement.

% Une pratique basée sur les avancees et les preuves scientifiques, qui recherchent des
principes actifs extraits des plantes.

% Une pratique de prophylaxie, déja utilisée dans l'antiquité. Nous sommes tous
phytothérapeutes sans le savoir : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec 1'usage d’Ail, du
Thym, du Gingembre ou simplement du Thé vert ... Une alimentation equilibrée et contenant

certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique.

Il .2. Différents types de la Phytothérapie
On peut distinguer différents types de thérapies par les plants :
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I1.2.1. Aromathérapie

Est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles, substances
aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles sont des produits

complexes a utiliser souvent a travers la peau.

I1.2.2. Gemmothérapie
Elle est fondée sur Il'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les

bourgeons et les radicelles.

I1.2.3. Herboristerie

Elle correspond a la méthode de la phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la plante entiere, soit une
partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus
souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous

forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale.

11.2.4. Homéopathie
Elle a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive; les trois quarts des

souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale.

11.2.5. Phytothérapie pharmaceutique

Elle utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans de
I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir
une action soutenue et rapide. Ils sont présentés Co forme de sirop, de gouttes, de gélules, de
lyophilisats. (18).

Il .3. Les avantages de la phytothérapie.

Cependant, les énormes développements réalisés dans la thérapeutique ultramoderne la
phytothérapie est proposée pour de multiples avantages. Notons que de tout temps, a
I'exception du dernier siécle étre humain n'a eu que les plantes pour se soigner, soit qu'il
s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux ou autres plus sérieuses, telles que la tuberculose
ou la malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux

infections graves) décroit, les bactéries et les virus ses ont peu a peu adaptés aux médicaments
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et leur résistent de plus en plus. La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien

acceptée par l'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos
jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies

chroniques comme l'asthme ou 1I’arthrite (11).

Il .4. EFFETS INDESIRABLES

IIs sont rares et en général bénins. Lorsqu'un herboriste prescrit un traitement a base de plantes
qui peuvent étre toxiques, telles que la digitale ou la belladone. Il importe que le patient ne
dépasse pas les doses indiquées pour que les troubles soient aussi négligeables que possible car
Ils sont souvent liés a une utilisation abusive et trop prolongée de la plante médicinale. On a

signalé des néphropathies et des interactions avec des médicaments (site wibl).

Il .5. Phytothérapies antidiabétiques

La médecine traditionnelle reste encore un principal recours pour la majeure partie de la
population mondiale face a la maladie pour des raisons d’ordre socioculturel, socioéconomique
et sanitaire.

La phytothérapie antidiabétique connait a ce jour un essor important du fait de la découverte de
plus en plus croissante d’extraits de plantes efficaces. Ainsi, plusieurs familles possedent des
plantes dont I’activité antidiabétique a été prouvée, comme la famille des Cucurbitacées avec
Momordica charantia qui a fait I’objet de plusieurs études ; des Liliacées (Allium cepa) dont
I’étude a été tres poussée (3).

D’autres études ont permis de découvrir un certain nombre de plantes agissant dés le tube
digestif sur I’absorption du sucre au niveau de la barriére intestinale (1), (9).

L’¢évaluation de cette source naturelle des composés hypoglycémiants, constitue une voie

de recherche pour le développement de nouveaux antidiabétiques (10).

11.6. La Phytochimie

11.6.1. Définition

Elle est la science qui étudie la structure, le métabolisme et les fonctions, ainsi que les
méthodes d'analyses, de purification et d'extraction des substances naturelles issues des
plantes. Elle est indissociable des autres disciplines telles que la pharmacognosie. (Site web?2)
11.6.2. Principes actifs

Le principe actif est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une préparation
a base de cette derniére et utilisé pour la fabrication des médicaments, (15).

Cette molécule présente un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'homme ou I'animal.

Elle est tissue de plantes fraiches ou séchées, dont on utilise les racines, écorces, sommités
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fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines (6), donc les principes actifs se trouvent

dans toutes les parties de la plante, mais de maniére inégale. Cependant, tous les principes
actifs d'une méme plante n'ont pas les mémes propriétés (18).

11.6.3.1es principes actifs a effets antidiabétique

Les plantes médicinales sont renfermées une ou plusieurs substances secondaires
physiologiquement actives et possédent des propriétés curatives (8), parmi lesquelles citons :
I1.6.3.1. Les composes phénoliques

Flavonoides

Ils sont les principaux métabolites secondaires végétaux (17).

Les flavonoides repesent la plus grande famille des composés phénoliques qui présents
dans la plupart des plantes. (Site wib3).

IIs sont des pigments universels des végétaux responsables de la coloration des fruits,

des fleurs et souvent des feuilles (12)

Les tanins

Ils sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids

moléculaire compris entre 500 et 3000 Da, se caractérisent par leur facilité a lier aux
Protéines (13).

11.6.3.2. Les saponosides

Ils constituent un vaste groupe d’hétérosides tres fréquents chez les

végétaux. Ils sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives. Ils se dissolvent dans 1’eau en formant

des solutions moussantes. La plupart des saponosides présentent des propriétés hémolytiques. (5).
I1.6.3.3. Les alcaloides

Ils sont des substances organiques d’origine naturelle, le plus souvent

végétales, azotés, basiques, douées, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées.
I1. 6.3.4. Les terpenoides

Les terpenes forment sont des composants organiques aromatiques dérivés de 1’isopréne

(hydrocarbure 5atomes de carbone) qui se trouvent dans tout type de végétation et sont

importants dans de nombreuses interactions biotiques (site web4)
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Introduction

Le Clou de Girofle (Syzyguim aromaticum) est le fruit d’un arbre (le Giroflier) a
feuilles effilées de couleur vert fonce, originaire des régions tropicales. Il est caractérisé
par des boutons floraux dont la couleur varie de creme au rouge, cependant, ses baies
sont pourpres. Notons que les clous sont séchés au soleil pour étre utiliser comme épice

dans de nombreux aliments et le café arabe, (17).

Figure 5: Le clou de girofle (Syzyguim aromaticuim)

|. Historique

Le girofle est une épice connue depuis des lustres. Il est d'abord enregistré a la période
des Han chinois (220avant (JC)-206 aprés Jesus Christ (JC) (8).

Le nom clou de girofle est dérivé du mot francais clou et clavo espagnol, les deux
signifient « Clou », en raison de sa ressemblance avec la forme d'un clou (13). Autour du
16eme siecle, les Portugais ont brisé I'arabe monopole du commerce des épices en mer
(10). Au début du 17eme siecle, la direction hollandaise enléve des girofliers de toutes
les iles sauf Amboinaanterne, afin d'en augmenter le prix (7). Alors qu’aul8eme siécle le
contréle sur la production était encore plus drastique pour maintenir artificiellement les
prix (21).

Cependant, la Compagnie Francaise des Indes missionna-t-elle Pierre Poivre (fig6) pour
aller chercher ce fameux clou de girofle. Lors d’un premier voyage, il transporta
clandestinement quelques plants de muscadier de Timor a I’ile de France, mais sans
résultat (20). Alors qu’en 1773, il réussit a obtenir quelques plants des épices séquestrées
par les hollandais qui furent plantés dans 1’1le de La Réunion (15).

De nos jours, les clous de girofle sont disponibles dans toutes les grandes surfaces, a des

prix accessibles, aprés avoir bouleversé des hommes.
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Figure 06 : Pierre poivre (1719-1786) (6).

I1. Origine et distribution
Le Giroflier appartient a la grande famille des Myrtacées, originaire d’Indonésie, de la partie Sud

des Philippines et des lles de Moluques, d’Afrique(Madagascar) et d’Amérique du Sud,
principalement dans des pays tropicaux (site webl). Il est largement cultivé au Brésil, a Haiti, au
Kenya, a la Malaisie, aux iles Maurice, au Mexique, aux iles Seychelles (14), en particulier a

Zanzibar, a Madagascar, aux Philippines, en Inde, au Sri Lanka, en Tanzanie (7).

I11. Etude botanique de la plante

I11.1. Classification

Tableau 01 : Situation botanique de I’espéce Syzygium aromaticum(11)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta (= phane)
Sous-embranchement Magnoliophytina (= angiospermes)
Classe Magnoliopsida (= dicotylédones)
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Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium
Espéce S. aromaticum

Tableau 02: Dénomination internationales de Syzygium aromaticum

Nom Commun Giroflier, Laung

Nom Francais Clou de girofle, arbre au clou
Nom Anglais Clove, buds

Nom Arabe Kourounfoul (Jiiall)

Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre
nommeé Syzygium aromaticum(9)(18)(1):

- Caryophyllus aromaticus L. (1753)

-Eugenia caryophyllata Thunb. (1788)

-Eugenia caryophyllus Spreng. (1825)

-Eugenia aromatica (L.) Baill. (1876)

-Jambosa caryophyllus (Thunb.) Nied. (1893)

-Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, (1939)

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les

deux employeés.

I11.2.Description botanique

Le giroflier, (nom donné par Pline, du grec plyllonou feuille et karyonou noyau, noix) est

un bel arbre tropical petit a moyen, de 12 a 15 m de haut, (il peut atteindre jusqu'a vingt

meétres) (2) a port pyramidal et au tronc gris clair ridé (fig7). (3).

De nos jours, il ressemble souvent a un arbuste car il est régulierement taillé pour faciliter la

cueillette.
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Figure7: Allure d’un giroflier de Madagascar. (3)

Les feuilles sont ovales persistantes, bien opposees, pétiolées et aux limbes
lancéolés. Elles sont de 8 a 10 cm de longueur avec une face supérieure vert- rougeatre et

une face inférieure de couleur vert- sombre (fig8). Elles sont aromatiques et dégagent une
forte odeur de clou de girofle au froissement. (3).

Figure8: feuilles jeunes de couleur rose et feuilles matures de couleur verte du giroflier. (3)

L’inflorescence comprend de petites cymes (4-5 cm) compactes et ramifiées, regroupées en
panicules de trois a cing petites fleurs parfumées, avec un calice tubulaire blanc cassé, puis

rouge (quatre sépales rouges charnus et persistants) et a la corolle blanc rosé
(quatredialypétales blancs) (Fig9) , (3).
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Figure9: Branche de giroflier portant les clous en inflorescence terminale. (3)

Quant aux « griffes de girofles », ou pédicelles se terminant par une série de petites bractées en
forme de griffe (fig10), sont moins estimées, du fait que les pédicelles floraux. sont nommeés

« griffes »,(3).

Figure 10 : Boutons floraux et fleurs de giroflier.(3).

Les fruits ou « antofles » dans le commerce, sont de petites baies elliptiques avec environ
2,5cm de long pour 1cm de large (figl1). lls sont de couleur pourpre, généralement

uniloculaire et ont une ou parfois deux graines a enveloppe rouge, (5)(12)(19).
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Figurell: Syzygium aromaticum, pousse florifére (bouton floral. a droite et fruit a gauche surmonté des

restes du calice) (5).

IV. Culture et récolte du giroflier

IV.1.Agro- écologie

Le giroflier, comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Myrtacées, est habitué aux
climats tropicaux. Il a également besoin d’humidité, de chaleur et une basse altitude, ne dépassant
pas 300 metres (14). Les climats marins semblent favoriser son développement

Le giroflier a besoin d’un sol volcanique (ou sédimentaire), au bord de mer, avec une forte
pluviométrie bien répartie sur I’année, et un ensoleillement plus marqué a 1’apparition des
inflorescences (4) (20)(site web2) (6)(19)

IV.2.La récolte

Elle s’effectue, une fois la couleur du clou de girofle, devient rose (fig12). Le giroflier donne des

clous a partir de la 5eme année et sont récoltés une a deux fois par an (15

Figurel2:Clous rose récoltés avant I'épanouissement de la fleur(8)

ST <
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I. La valeur nutritive de clou de girofle

Selon la National Nutrient Database, les nutriments trouvés dans les clous de
girofle comprennent les glucides, les protéines, I'énergie et les fibres alimentaires.
Ainsi gque, les minéraux dans les ceillets dont le Potassium, le Calcium, le sodium
et le magnésium. Alors que les vitamines sont représentées par la vitamine E, le
folate, la niacine .La vitamine C, la thiamine, la riboflavine et les vitamines A et K,

comme il contient, également, du phosphore, du fer et du Zinc. (1).

I1. Substances biologiquement actives dans les clous de girofle

Selon les résultats des recherches du professeur Tom Mabry de I'Université du
Texas a Austin.certains composés bioactifs isolés a partir d'extraits de clou de
girofle comprennent des flavonoides, d'hexane, du chlorure de méthylene, de
I'éthanol, le thymol, l'eugénol et le benzéne qui possédent diverses propriétés,
notamment des activités antioxydantes, protectrices du foie, antimicrobiennes : et

anti-inflammatoires. (1)

I11. Composition chimique de clou de girofle

Le clou de girofle renferme une quantit¢ importante d’huile essentielle 15 a
20%,16%d’huile, des tanins, un peu d’amidon et des matieres fibreuses cellulosique
Le pédoncule floral (griffes) renferme 5 a 6%d’huile, dans les feuilles la quantité
d’huile est de 3 a 4% huile de girofle est trés riche en eugénol de 70 a 85%. On
trouve aussi d’autres composes terpéniques (dont environ 10 % caryophylléne),

aliphatiques, aromatiques et Hétérocycliques. (2)

OCH4
OH

Figurel3: I’eugénol (Composé majeur de I'huile essentielle des clous de girofle). (4)

IV. Propriétés thérapeutiques des clous de girofle
IVV.1.Bonne digestion

Le clou de girofle améliore la digestion en stimulant la sécrétion d'enzymes digestives comme
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il est également utile pour réduire les flatulences et les irritations de I'estomac, I'Indigestion et

nausée. Dans son livre « Les herbes médicinales: des remedes naturels pour une bonne santé,
Expert primé en Physiothérapie » le docteur. Bakhru écrit :

« Cette herbe est également un remede efficace pour la diarrhée chronique et la

dysenterie. (1)

Cette épice aromatique possede des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et
digestives. La recherche a confirmé que le clou de girofle améliore la sensibilité a

I’insuline, donc, il est un excellent reméde naturel contre le diabéte et abaisse les

niveaux du mauvais cholestérol et des triglycérides.

(Site web)

IV.2. Propriétés antibactériennes

Le clou de girofle est prescrit pour ses propriétés antibactériennes contre un certain
nombre d'agents pathogenes humains. Alors que ses extraits étaient suffisamment
puissants pour tuer ces agents pathogenes et sont également efficaces contre les

bactéries spécifiques qui propagent le choléra.

IV. 3.Propriétés de protection chimique

Les clous de girofle intéressent la communauté médicale en raison de leurs propriétés
protectrices chimiques ou anticancéreuses. Une étude publiée dans I'Oxford Journal
Carcinogénéses a révélé qu'elle pourrait étre bénéfique pour contréler le cancer du poumon a un
stade précoce. La recherche indique que I'acide oléinoléique dans les clous de girofle fournit une
activité anti-tumorale, tandis qu'une autre étude montre que I'eugénol dans les clous de girofle a

un potentiel anticancéreux contre le cancer du col de I'utérus.

IVV.4.Protection du foie

Les clous de girofle contiennent de grandes quantités d'antioxydants, qui sont idéales
pour protéger les membres contre les effets des radicaux libres, en particulier Foie. Le
métabolisme, a long terme, augmente la production de radicaux libres et de graisses,
tout en réduisant les antioxydants car les extraits de clou de girofle sont un ingrédient

utile pour contrer ces effets avec leurs propriétés hépatiques.

IVV.5.Prise en charge du diabéte
Les clous de girofle ont été utilisés dans les anciennes pratiques médicales pour un
certain nombre de maladies, parmi lesquelles le diabéte. Chez les patients diabétiques,
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la quantité d'insuline produite par l'organisme est soit insuffisante, soit pas du tout
produite. Le clou de girofle facilite la sécrétion de I'insuline et aide a contréler le taux
de sucre sanguin. Il faut mentionner qu’une étude publiée dans le magazine(1)a trouvé
Ethnopharmacologie Les clous de girofle peuvent avoir un effet bénéfique sur Diabéte

Dans le cadre d'un régime végétarien.

IV.6.Préservation des 0s

Les extraits aqueux et alcoolisés de clous de girofle comprennent des composes
phénoliques, tels que I'eugénol et ses dérivés, tels que les flavones, les isoflavones et
les flavonoides. Des études ont suggéré que ces extraits peuvent étre utiles pour
maintenir la densité osseuse et la teneur en minéraux des 0s, ainsi que pour augmenter

la résistance a la traction dans I'os Dans le cas d’ostéoporose. (1)

IV.7.Propriétés antimutagenes

Les mutagenes sont des produits chimiques qui modifient la constitution génétique de
I'’ADN en provoquant des mutations. Les composés biochimiques trouvés dans les
clous de girofle, tels que les phénylpropanoides, ont des propriétés antimutagénes,
selon une étude référencée dans le Journal of Agricultural and Food Chemistry. Ces
cellules ont été administrées a des cellules qui ont été traitées avec des mutations et

ont pu contréler les effets mutagenes a un taux significatif. (1)

IV.8.Propriétés anti-inflammatoires

Les clous de girofle ont des propriétés anti-inflammatoires et anti-douloureuses. Des
études menées sur des extraits de clou de girofle chez des souris de laboratoire
indiquent que la présence d'eugénol réduit I'inflammation causée par (Edéme Il mais
Egalement il a été confirmé que I'eugénol pouvait soulager la douleur en stimulant les

récepteurs de la douleur. (1)

IVV.9.Santé bucco-dentaire

Il peut étre utilisé pour les douleurs dentaires en raison de ses propriétés analgésiques,
a cet effet, prendre des clous de girofle pour réduire la maladie des gencives comme
I’inflammation et le gonflement de celles-ci. Selon une étude publiée dans le Journal
of Natural Product, les extraits de clou de girofle contrélent de maniére significative la
croissance des agents pathogenes oraux, responsables de diverses maladies bucco-
dentaires. (1)
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V. Toxicologie

Des troubles gastro-intestinaux légers, tels que des vomissements, des nausées ou des
diarrhées, peuvent étre causes par un surdosage de I’huile essentielle de Syzygium
aromaticum(3).

Il faut signaler, aussi, que cette huile reste dermocaustique et irritante pour les voies
respiratoires ce qui incite 1’usager a la diluer avant ’application sur la peau. Il faut
I'utiliser, donc, pendant, de courtes durées mais un avis médical s’avére aussi
nécessaire

qu’indispensable. Elle ne peut étre utilisée avec des médicaments anticoagulants
(A.V.K.) donc faire tres attention et enfin, elle contient plus de 80% d’eugénol,
composant allergene. Les personnes hypertendues doivent l'utiliser avec la plus grande

prudence car elle est hypertensive.(5)
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Objectif scientifique

Cette étude porte sur la recherche de ’effet de quelques substances bioactives extraites a
partir des clous de girofle, sur quelques parameétres biochimiques chez les lapins de souche
locale "Oryctolagus cuniculus domesticussur" rendus diabétiques par injection d’une

substance diabétogeéne, I’alloxane.

Les extraits aqueux bruts, méthanolique et éthanolique de 1’échantillon sont soumis a une
maceération. Ainsi, les extraits aqueux, éthanolique et méthanolique obtenus sont utilisés pour
veérifier leurs effets pharmacologiques sur les parameétres biochimiques et pondéraux des

lapins diabétiques.

Cependant, 1’étude phytochimique est réalisée sur tous les extraits de la plante concernée. Enfin, a
partir des tests biologiques, nous signalerons I’extrait le plus efficace qui a montré une bonne activité

anti-hyperglycémique, cholesterolemique, tiglyceidemique, antibactérienne et anti oxydante.

Matériel et Méthodes

I.1.Matériel végétal

I.1.1. Le choix de la plante

1.1.1. 1. Girofle

Le matériel ou I’organe végétal choisi dans la présente étude est représenté par les clous sécs

du girofle (Syzygium aromaticum).
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Les clous de girofle sont achetés, sous forme séchée, chez un arboriste au niveau du Marché
couvert de Mila. lls sont récupérés dans un sachet sec et propre pour servir ultérieurement a
I’extraction.

Les clous de girofle placés sur un journal pour sécher a I’air libre mais a I’abri de la lumiére
directe du soleil, et a température ambiante, pendant plusieurs jours. Pour s’assurer que le séchage
des échantillons est total, il s’est avéré nécessaire de les sécher une deuxiéme fois dans une étuve a
80c® pendant 96h, afin que les clous de girofle soit totalement sec. Ensuite, ils sont broyés a 1’aide
d’un mixeur jusqu’a I’obtention d’une poudre fine et homogéne pour que 1’extraction soit fiable
(la préparation des différents extraits et tests phytochimiques et biologiques...etc.)

Les différentes étapes de la préparation de la matiére premiére sont représentées comme sulit :

Achat

Figure 15: Diagramme représentant les différentes étapes de la préparation de la matiére premiere

1. Méthodes d’extraction et d’analyse

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui
contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans un
solvant, Plusieurs méthodes d’extraction ont été mises au point pour la distillation des
molécules terpéniques des plantes a parfum Cependant les composés volatiles sont

connus comme étant thermosensibles et vulnérables aux réactions chimiques. La perte de
certains constituants, la dégradation de quelques composés insaturés par effet thermique ou par
hydrolyse, ainsi que la présence de résidus de solvants organiques plus ou moins toxiques

peuvent étre engendrés par ces techniques d’extraction.

ST <
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11.1.Extraction par macération

11.1.1 Macération

L’eau reste comme meilleur solvant pour I’extraction sans oublier le méthanol et 1’éthanol
11.1.2.Mode opératoire

Pour chaque extrait 30g de poudre végétale sont mis dans 200ml de solvant (eau,
éthanol, méthanol) dans des erlenmeyers de 500ml enrobés par un papier aluminium
puis laissés agités a I’aide d’un agitateur pendant 5 jours a température ambiante et a
I’abri de la lumiere.

a- Filtration : lere filtration avec compresse plus coton 2éme filtration avec papier
wattman Ne 01

b- Concentration (évaporation) par rota-vapeur a 60°C

c- Les extraits concentrés sont mis a sécher dans I’étuve a 45°C jusqu'a séchage complet
d- Grattage de chaque extrait sec est mis dans les tubes ependorfs et conservé a une

température de +4°C afin d’étre utilisé plus tard.

Figurel6 : Evaporateur rotatif C.U.Mila
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Figure 17 : Diagramme représentant les différentes étapes de la préparation de la matiere premiére.

11.2.Méthodes d’analyse de la composition de la plante

11.2.1.Etude phytochimique

Une recherche phytochimique est effectuée parallélement aux différents tests biologiques.

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existantes dans la partie
étudiée de la plante par des réactions de précipitation ou décoloration en utilisant des réactifs spécifiques a

chaque famille de composés.
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La phytochimie de la plante est réalisée en utilisant trois solvants de polarites différentes a
savoir, le méthanol, 1’éthanol et I’eau. Les extraits bruts (méthanolique éthanolique et aqueux)

sont préparés par macération de 05 g de la poudre végétale dans100ml de solvant.

11.2.1.1.Phytochimie qualitative
La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de
composés par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.

» Tanins
A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCls a 2%. Un test positif
est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer
quelques minutes) (9)

» Saponosides
- Test 1 :5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
mn. La formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des
saponosides (9)
-Test 2 : Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride
acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser reposer.
L’apparition d° une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence des
hétérosides stérordiques (9)
-Test 3 : 5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la
présence des tri terpénes hétérosidiques (6)

» Flavonoides
Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une quantité
de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée par

’apparition d’une couleur rouge ou orange (6)

» Glucosides cardiotoniques
Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait ajouter 5 ml
d’acide acétique contenant des traces de FeCls et 5 ml d’acide sulfurique contenant des

traces

de FeCls. La présence des glucosides cardiotoniqus est confirmée par la formation de deux phases,

une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique) (4)
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»  Coumarines
Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0,5 ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des
coumarines (3)
»  Anthracénosides
Ce test est réalis¢ sur I’extrait éthanolique. En premier lieu, prendre 25 ml de I’extrait
éthanolique, ajouter 15 ml d’HCI 10%, porter a reflux pendant 30 mn, refroidir la solution et
I’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et
étherique.
Le test de la présence des anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager. Evaporer 8
ml de la phase étherique, récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, ajouter quelques
gouttes d’NH4OH a 10%. Le test est positif par I’apparition d’une coloration rouge orangge.
» Alcaloides
Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés comme
suit :

* Reéac

* tif de Mayer: 5 g de Kl et 1,358 g de HgCl> solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.

#* Réactif de Wagner: 2 g de KI et 1,27g d’I> solubilisé dans 100 ml d’eau distillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque réactif, séparément, aux différents
extraits etudies. L’apparition d’un précipité confirme la présence des alcaloides(4)
» Amidon
Traiter D’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. L’apparition d’une coloration bleue
violacée indique la présence d’amidon (3)

#* Reéactif d’amidon: 1,2 g d’Ix et 2,5 g de K1 solubilisés dans 500 ml d’eau distillée. Le
test est positif par I’apparition d’une coloration rouge orangee
» Anthraquinones
Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH 0,5 N et
Iml d’H202 a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec I’acide acétique.
Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzeéne. Agiter ’extrait benzénique en
présence de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive est révélée par la formation d’une

couleur rouge au niveau de la couche alcaline (3)
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» Mucilages
M¢élanger 1 ml d’extrait aqueux et 5 ml d’alcool absolu. Un test positif est révélé par
I’apparition d’un précipité floconneux.

> Acides aminés
Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 1ml de la solution a
tester (solubilisée dans I’eau distillée) ajouter Iml de solution de ninhydrine préparée dans
I’acétone (ou éthanol) dont la concentration est de 1%. Chauffer dans le bain marie et
observer le changement de couleur. La présence des aminoacides est confirmée par
I’apparition d’une couleur violette (8).

» Stérols et tri-terpénes
Une macération, pendant 24h d’un (01) g de poudre dans 20 ml d’éther di-éthylique ,suivie

d’une filtration de ce mélange et complétéa20ml d’éther di-éthylique.

La réaction de Libermann-Buchard consiste a évaporer a sec 10 ml de I’extrait au bain marie
.Le résidu sera repris avec un(01) ml d’anhydride acétique et un(01) ml de chloroforme, puis

recueillir la solution dans un tube a essai. Ajouter, a I’aide d’une pipette,

1 a 2ml d’acide sulfurique concentré au fond du tube a essai sans agiter. La formation d’un

anneau rouge-brunatre ou violet indique la présence de stérols et de tri terpénes. (12)
11.2.1.2.Phytochimie quantitative
11.2.1.2.1.Humidité

Cette méthode analytique est basée sur le séchage complet du matériel végétal frais a une
température de 80°C jusqu'a I’obtention d'un poids stable. L'humidité est le pourcentage en

eau perdue apres séchage par rapport a la matiere fraiche. (8)

a. Mode opératoire
Apres I’emballage de cinquante (50) grammes d’échantillon dans le papier d’aluminium
pesé au paravent. Ce dernier est placé dans I'étuve a 80°C jusqu'a séchage total, ensuite,
I’échantillon est retiré et mis a température ambiante, puiS pesé avec la méme balance
analytique.

b. Expression des résultats
La formule suivante exprime le taux d'humidité en(%)

H(%)= [(M2-M3)/(M2-M1)]x100.

M1:La masse du papier aluminium sans échantillon en gramme;

M2: La masse du papier aluminium avec la prise d'essai avant le séchage

M3: La masse du papier aluminium avec clous de girofle apres séchage
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H: Humidité.
Ainsi, pour I’¢limination totale de I’humidité, nous avons mis 50 g de la plante étudiée

(Syzygium aromaticum) dans 1’étuve a 40°C, trois fois successives apres sechage total le

poids, de Syzygium aromaticum est devenu 48.8 g.

I11. Dosage des polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique folin-ciocalteu selon la
méthode décrite par (20)
Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotomeétre selon la méthode de folin ciocalteu ce réactif
de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique
lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif folin-ciocalteu en un complexe ayant la
couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés.
I111.1. Mode d’opératoire
Dans un tube a essai mélanger 100 pl d’extrais plus 500 ul du réactif de folin ciocalteu a 10 % (v/v) le
mélange est incubé pendant 4 min. on ajout ensuite 400 pl de Na,CO3s (carbonate de sodium) a 7.5 %
(v/v) puis le mélange est soumis & une autre incubation pendant 2h a I’obscurité la lecture se fait dans la
longueur d’onde 765 nm.

Le blanc de test contient 100 ul d’éthanol 500 pl de folin et 400 ul de NaCO3.

I11.2. Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le
méthanol. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en acide gallique par 1

milligramme d’extraits sec (ug EAG/mg d’extrait).

IV. Dosage des flavonoides totaux par la méthode de trichlorure d’Aluminium

La détermination de la teneur en flavonoides des extraits des clous de girofle est effectuée

par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13) (6). Ainsi, un millilitre d’extrait dilué dans
le méthanol, ainsi que le flavonoide standard la rutine/quercétine aussi préparé dans du
méthanol est ajoute a

Iml de AICI3 (Solution méthanolique de 2%). Apres 10 minutes de réaction, 1’absorbance est
lue & 430 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide quercétine a différentes concentrations

(0-10pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont
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ainsi exprimés en mg d’équivalent d’acide quercétine par 100 g poids sec de la pulpe (mg

ER/100g). Toutes les mesures sont répétees 3 fois.

IV.1. Mode d’opératoire
1 ml déchantillon dilué est mélangé séparément avec 1 ml de solution methanolique de

chlorure d'aluminium a 2%. Apres une incubation a température ambiante pendant 30 minutes,
I'absorbance du melange réactionnel est mesurée a 430 nm avec un spectrophotométre et la

teneur en flavonoides est exprimée en pg par g d'équivalent en acide quercétine.

V. Evaluation de I’activité antioxydant
La méthode du DPPH (diphényl picryl-hydrayl) est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de
I’espéce radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui aboutit
a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH-H (diphénylpicryl-hydrazine). La réduction du
DPPH+ en DPPH-H induit un changement de sa couleur violette en jaune, dont I'intensité de la couleur
jaune est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

Ainsi plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d’hydrogéne est considéré comme un

antioxydant fort. (11)

P et

Figure 18 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH+ entre ’espéce radicalaire DPPH+ et
un antioxydant.
Le DPPH est caractérise par son adaptation a plusieurs echantillons dans une courte dureée, il est assez
sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses concentrations, a cet effet, il a été employé pour
le criblage des activités anti radicalaires des extraits végétaux (10)
V. 1. Protocole
Un volume de 1 ml de chaque extrait (avec dilution convenable) est incubé (30 mn) avec 5 ml
d’une solution méthanolique de DPPH (33 mg/1). Les absorbances a 517 nm sont enregistrées.
Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour 1’Acide

Ascorbique pris comme un antioxydant standard. L’activité anti radicalaire est estimée selon
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I’équation suivante (16) :

Activité anti radicalaire (%) = [(Abs contrdle-Abs échantillon) /Abs contréle] x100
La concentration effective a 50%, EC50 =1C50/mg de DPPH/m.

Figurel9 : Spectrophotometre.

V1. L’activité antibactérienne

VI1.1. Les souches bactériennes testées

L’activité antibactérienne des trois extraits (03) est testée sur des souches de références

appartenant a I’American Type Culture Collection (ATCC). L’ensemble de ces souches sont
décrites dans le tableau

Tableau 03 : Tableau descriptif des différentes souches bactériennes testées.

Pseudomonas aeruginosa ATCC

Négatif
Staphylococcus aureus Positif
Escherichia coli ATCC Négatif
Bacillus cereus ATCC Positif

V1.2. Les milieux de culture

Les différents milieux de culture utilisés pour I’activité antibactérienne sont rassemblés
dans le tableau suivant
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Tableau 04 : Tableau descriptif des milieux de culture utilisés

Milieu de culture Utilisation

Gélose de Muller Hinton (MH) Etude de la sensibilité des bactéries aux
agents antimicrobiens

Gélose nutritive (GN) Repiquage des colonies

Bouillon Nutritif (BN) Reactivation et enrichissement des
souches bactériennes testées

V1.3. Revivification microbiologique des souches bactérienne
Afin de pouvoir utiliser les souches bactériennes testées, elles sont réactivees dans le
bouillon nutritif ; pour cela un repiquage dans des tubes contenant du BN est effectué a partir des

milieux de conservation des souches, qui sont ensuite incubés a 37°C pendant 24h.

V1.4. Verification de la pureté des souches bactériennes
Les souches bactériennes testées sont repiquées a partir des cultures contenues dans le

BN sur le milieu de gélose nutritive (GN), suivies d’une incubation a 37°C pendant 24h.

V1.5. Etude de P’activité antibactérienne des extraits de Syzygium aromaticum

VI1.5. 1. Pré-enrichissement des souches bactériennes

A partir des tubes de BN contenant les souches revivifiées, un pré-enrichissement a été
effectué sur un milieu d’isolement (GN) pour chacune des souches.

Afin d’obtenir des colonies bien isolées qui serviront a la standardisation de 1I’inoculum,
I’ensemencement a été réalisé par la méthode des quadrants. Ensuite I’incubation des boites
de Pétri se fait a 37°C pendant 18h préférablement et au plus tard 24h afin d’obtenir des

colonies jeunes en phase de croissance exponentielle.

VI1.5. 2. Préparation des suspensions bactériennes
Une suspension bactérienne de densité équivalente au standard 0,5 de (108
UFC.mL-1) est préparée a partir d’une culture pure et jeune dont 1’age est de 18h.
Ainsi, I’aide d’une anse de platine, racler quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques a partir des boites de Pétri ensemencées précédemment;
- Déposer les colonies dans un volume d’eau physiologique stérile a 0,9% de chlorure
de sodium (NacCl);

- Bien homogenéiser la suspension bactérienne;
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" Réaliser une standardisation de la suspension a I’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur
d’onde de 625nm et une densité optique ajustée a 0,08 — 0,10.
- Cette densité mesurée a 625nm est équivalente a 108 UFC/ml
- L’ajustement de I’inoculum bactérien se fait en fonction de la charge soit par ajout de la culture si la

DO est faible ou de 1’eau physiologique stérile s’il est trop chargé.

="y

- L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min apres la préparation de I'inoculum.

v
By

Figure 20 : Préparation des suspensions bactériennes

VI1.5.3. Le protocolede 1’ activité antibactérienne

Selon le protocole de Sokmen (21), 1’étude est realisée par la méthode de diffusion sur gélose, congue
initialement pour les antibiotiques, par des disques imprégnés d’extraits (Fig2l), appelée

aromatogramme ou encore méthode des disques.

DIEQUE ac papier
mbibé d'hanle
essentielle

Inoculion
bacténen

Incubation a 37°C
pendant 24 heures

Figure 21 : Principe de la méthode de diffusion par disques (8)

Cette méthode est reconnue par sa fiabilité et sa reproductibite, en plus de ¢a, elle constitue
surtout aussi une étape préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder
a des résultats essentiellement qualitatifs elle permet également de mettre en

évidence I’effet antimicrobien des extraits et de déduire la résistance et la sensibilité des
souche microbiennes

Le protocole suivi est celui décrit par , qui est réalisé comme suit:

- Des géloses de Mueller Hinton (MH) coulées dans des boites de Pétri sont
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ensemencées uniformément a I’aide d’une micropipette de 100 ul de chaque

suspension bactérienne standardisée, celles-ci ont été étalée a 1’aide d’un rateau de
pipette Pasteur.

- Des disques de papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre, imprégnés avec 5 pl
d’une préparation d’extrait additionnée de DMSO a raison de 5% (v/v) ont été
laissées secher pendant quelques instants (pas trop longtemps pour éviter 1’évaporation de I’extrait).
- Pour chaque souche bactérienne testée, ces disques ont été déposés au milieu des
boites de Pétri contenant les géloses ensemencées.

D’autres disques chargés de Sul de DMSO ont été déposés dans des boites de
géloses MH préalablement ensemencées de chaque souche bactérienne testée, pour
servir de témoins négatifs.

- Les témoins positifs ont été réalisés par dépot de disques d’antibiotiques dans des
boites ensemencées avec les suspensions bactériennes standardisées. Le test a été

répété deux fois (fig22).

-

Figure 22 : prération des disques dans les boites de géloses MH

- L’incubation des boites se fait dans 1’étuve a 37°C pendant 24h.

La lecture des résultats s’est faite 24 heures aprés 1’incubation par la mesure des diameétres
des zones d’inhibition, ceci en mesurant la moyenne des deux diamétres perpendiculaires
passant par le milieu du disque, qui sont ainsi déterminés comme un halo translucide autour
du disque a I’aide d’une regle en (mm).

Suivant le diametre de la zone d’inhibition exprimé en (mm) autour de chaque disque, la
lecture des résultats est faite comme suit (5)

—Résistante (-): diametre < 8 mm.

— Modérément sensible (+): diametre compris entre 8 et 14mm.

— Sensible (++): diamétre compris entre 14 et 20mm.

— Extrémement sensible (+++): diametre > 20mm.
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VII. Matériel animal

VII.1. Local de travail

Ce travail s’est déroulé au niveau d’un local aménagé en animalerie au centre universitaire
Abdelhafid Boussouf de Mila qui est préalablement préparé afin d’assurer 1’e tretien
hygiénique et prophylactique du lieu ou aura lieu 1’élevage des lapins pour le maintien des

conditions qui leur en seront favorable.
VI11.2. Les animaux d’expérimentation

L’étude est menée sur des lapins, de souche locale, Oryctolagus cuniculus domesticus, de
sexe male et femelle, élevés dans les mémes conditions et 4gés d’environ 6 mois.

VI1.3. Entretien des animaux (lapins de souche locale)

Depuis le 05/01/2022, les lapins sont mis au niveau de I’animalerie ou ils sont nourris avec un
régime commercial équilibré et fabriqué par SIM et I’eau de robinet pendant 07 jours. Pour
éviter toute sorte de stress, ils sont mis dans des conditions bien déterminées et controlées

avec une température de 25°C + 2°C et un rythme nycthéméral (12h/12h).

L’activité antidiabétique des plantes concernées est effectuée en réalisant un ensemble de tests sur ses
lapins qui sont élevés dans un clapier pour élevage de lapins GOMEZ Y CRESPO. Ces derniers sont
nettoyés quotidiennement pour éviter les risques de contamination. 7 jours apres, les lapins sont

acclimatés aux nouvelles conditions d’élevage.

Figure 23 : Lapins au niveau de I’animalerie
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VIII. Produit médical

VII11.1. Définition de I’alloxane

L’alloxane est un produit chimique, le plus couramment utilisé pour 1’induction du diabéte
expérimental, il s’agit d’un composé organique basé sur un squelette de 1’hétérocyclique de
La pyrimidine, C’est un Dérivée de l'urée qui provoque selectivement une nécrose
pancréatique des cellules B des ilots de Langerhans. (11)

Figure 24 : L’alloxane

Tableau 05 : Propriétés chimiques d’alloxane.®?

O O
La formule chimique
O H

HN

Nom chimique 2,4, 5,6(1H, 3H)-pyrimidine tétraone monohydrate.

Structure chimique C4H2N204
Masse moléculaire 160,09g/mol.
Point de fusion 253°C
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VI11.2. Mécanisme d’action

L’alloxane, par une analogie structurale au glucose, pénetre a travers les transporteurs de
glucose GLUT2 des cellules B pancréatiques. 3Au cytosol, il est, ainsi, réduit en acide
dialurique(22) Cette réduction est assurée par plusieurs agents tels que le glutathion réduit, la
cystéine, 1’acide ascorbique et les groupements SH des protéines. En plus, il a un groupe de5
carbonyles centraux qui réagissent trés avidement avec des groupes thiol. La glucokinase est
I'enzyme thiol le plus sensible de la cellule B. @8 A des concentrations élevées, il peut inhiber
de nombreuses enzymes fonctionnellement importantes, ainsi que d'autres protéines et
fonctions cellulaires. A ce moment, ce produit chimique se relie avec deux groupements thiol

du site actif de la glucokinase formant un pont disulfure et inactivant 1I’enzyme.

IX. Meéthode d’évaluation d’activité anti-hyperglycémiant d’extraits de clous de girofle
IX .1. Induction chimique du diabéte

Apreés une semaine, soit le 12/01/2022 et un je(ine de 16h a 9h, ils sont rendus diabétiques, par
administration sous cutanée d’une dose de 250 mg/kg de poids vif, soit un volume de 2 ml/kg
d’une solution d'alloxane dilué dans une solution saline & 0.9%. Le groupe témoin, cependant,

n’est pas traité par la solution diabétogéne, I’alloxane.

Cependant, une solution de sérum glucosé de concentration de 05% est ajoutée dans 1’eau de
boisson des lapins, pendant 24 h, afin, de surmonter I’hyperglycémie induite par 1’alloxane
suite a la destruction des cellules B des ilots de Langerhans pancréatiques. Alors que I’aliment
est donné ad-libitum ou a volonté aux animaux, trente (30) minutes aprés lI'administration du
médicament. Par contre, au bout de quelques heures, les lapins sont suivis par la mesure de la

glycémie et le poids corporel.

Figure 25: Induction du diabéte

ST<
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I1X.2. Mesure de la glycémie
La glycémie de base (GO) de chaque lapin est déterminée a ’aide d’un lecteur glucométre a
bandelettes réactives (Vital check). Ainsi, sur une goutte de sang prélevée, d’une veine
marginale de I’oreille de chaque lapin, aprés nettoyage avec de 1’alcool, en utilisant des lames de
bistouris, est déposée sur la bandelette du glucometre, afin, de lire le taux de glucose sanguin.
Généralement, le glucométre est constitué d’une couche absorbante sur laquelle la goutte du sang

est déposée, finement poreuse ou recouverte d’une membrane sur sa face interne.

Elle retient, a cet effet, les globules rouges et ne laisse diffuser que le plasma vers les, couches
inférieures ou se trouve le réactif essentiellement la glucose-oxydase (éventuellement 1’éxokinase)
associee a chromogene La coloration obtenue est mesurée par réflectométrie dans le lecteur
de glycémie.

Apres72h d'administration d'alloxane, I’induction du diabéte est confirmée en mesurant le taux
de glucose Dans le sang, Seulement les lapins ayant Un taux de glucose sanguin a jeun supérieur

a 2g/1 sont considérés diabétiques et sont utilisés dans cette expérimentation.

Figure 26: pesé le poid et mesuré la glycémie des lapins
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IX.3. Réparation des animaux

Afin d’évaluer I’effet antihyperglycémiant de clous de girofle sont testés sur les lapins, répartis

en cing (05) lots, apres une période d’acclimatation les lapins de chaque lot ont presque le méme poids

de départ Dont vingt (20) sont rendus diabétiques mais cing(05) sont normaux (témoin).

Pour ce faire, Les lapins répartis en 05 lots sont utilisés:

% Lot01: Témoins normaux(T);

» Lot02: Témoins malades non traités(MNT);

s Lot03: Malades traités avec 1’extrait aqueux brut.(EAB).

% Lot04: I’extrait éthanolique (E.Ethn).

% Lot05 : I’extra méthanolique (E.Méthn).

Locale (cuniculus domesticus)

25 lapins de souche

l

l

20 lapins rendus 05 lapins témoins

Diabétiques par Normaux non traités
L’injection de I’alloxane

l

05 lapins malades non
traités

15 lapins traités par
les différents extraits

0S lapins traités par
E.A.B

05 lapins traités par 05 lapins raités
E.MéThn par E.Ethn

Figure 27 : Différents lots
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Les lapins sont mis a jeun16 heures a 09 heures du matin avant I’administration des extraits.

La glycémie basale est mesurée au début de I’expérimentation

IX.4. Gavage des extraits vegetaux
Le 19 /01/2022 les lapins des lots 11, I11 et IV, sont soumis & un gavage intra-gastrique des divers
extraits, a I’aide d’une sonde, dont, que les doses administrées sont indiquées dans le tableau(6)

Tableau 06 : Doses administrées aux différents lots.

Lot T Poids Glycémie (g)/| | Doses alloxane a administrer (mg)
(9
1 1860 1.45
2 1680 1.58
3 1580 1.49 1"
4 1620 1.60
5 1630 1.58
Lot |
6 1470 1.63 367.5
7 1780 1.40 445
8 1720 1.49 430
9 1490 1.69 3725
10 1587 1.20 396.75
Lot Il
11 1470 1.80 367.5
12 1680 1.20 420
13 1510 1.65 377.5
14 1494 1.18 3735
15 1690 1.20 4225
Lot Il
16 1790 1.64 447.5
17 1598 1.65 399.5
18 1777 1.82 444.25
19 1765 1.38 441.25
20 1440 1.66 360
Lot IV
21 1600 1.35 400
22 1577 1.34 394.25
23 1500 1.21 375
24 1760 1.35 440
25 1489 1.24 372.25
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Figure 28: Gavage des lapins

La glycémie est mesurée a I’aide d’un lecteur glucométre a bandelettes réactives (Vital check)

sur une goutte du sang prélevée a partir de des animaux a des temps réguliers.
IX.5 Evolution du poids corporel

L’évaluation continue des poids corporels, nous permet, de mettre en évidence, 1’influence
des extraits sur ce parameétre en suivant son évolution, chez les lapins témoins et traites, les
lapins sont pesés périodiquement au cours de 1’expérimentation avec une balance, le poids
corporel est exprimé en gramme.

IX.6. Prélévement sanguin

Le préléevement du sang se fait sur l'animal vivant (sans anesthésie), au niveau de la
gégulaire par une seringue stérile, pour la mesure de la glycémie le prélevement est
effectué a partir d’une veine marginale de ’oreille. Sachant que les lapins sont maintenus a
jedne pendant 16 h.

Le sang est recueilli sur Héparine et centrifugé a une vitesse de 3000 tr/min pendant 15
minutes. Le plasma récupéré dans des tubes a eppendorfs conservés a une température de

4°C servira pour le dosage des différents parameétres biochimiques.

IX.7. Abattage et prélévement sanguin
Les lapins, a jeun de puis 24h, sont sacrifiés par dislocation cervicale apres anesthésie, Par

le formol, le sang est mis dans des tubes héparines, centrifugé a 3000 t/min

pendant10 minutes puis les mettre dans des tubes eppendorfs conservés a-20° Cet
utilisé pour les dosages biochimiques de la glycémie, le cholestérol total, et le triglycéride
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Figure 29: Abattage des lapins.

X.Méthodes de dosage des parameétres biochimiques du sang

Le dosage des parameétres biochimiques est effectué de la maniere suivante:
X.1. Dosage du glucose

a. Principe

Le glucose oxydase (GOD) catalyse 1’oxydation du glucose en acide gluconique,
leperoxyde d’hydrogéne produit se détecte avec un accepteur chromogeéne d’oxygeéne, phénol

4-animophénazone(4-AF),en présencede laperoxydase(POD).

GOD

0-D-Glucose+0O2+H,0 » Acide gluconique +H.0.
POD

H202+Phénol+4-AF > Quinone+H-0.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de glucose présente dans

I’échantillon testé
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b. Réactifs
v' Réactifl TamponTris pH=7 100 mmol/l
Solutiontampon
Phénol 0,3 mmol/l
v Réactif2 Glucoseoxydase 10000U/1
Enzymes
Péroxydase Amino4-Antipyrine 1000U/I
2,6 mmol/Il
v Réactif3 Glucose 100mg/dl
Standard
1g/l
5,56 mmol/I

c. Préparation du réactif et stabilité

Dissoudre le flacon R2 dans le flacon R1 et bien agiter. Le réactif de travail est

stabilisé:8semaines a 20-25°C ou8 mois a 2-8°C.

d. Mode opératoire

Longueur d’onde est de 505nm (492-550),la températurede37°C(20-25°C),dans des

cuves de 1cmd’épaisseur, ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc du réactif.

Blanc Standard Echantillon
Standard = 10ul -
Echantillon - - 10ul
Réactif de travail 1000ul 1000ul 1000ul

Mélanger, ensuite lire les DO aprésuneincubationde10minutesa37°c ou30mna20-25°c.

La coloration est, ainsi, stable aprés 30 minutes.
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e.Calcul

D.OEchantillon
D.OStandard

Glucose=

X. 2. Dosage de la cholestérolémie

a. Principe
Le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par des détergents.
Lecholestéerolestérasehydrolyselesesters.H>Ozestformédansl’ oxydationenzymatiqueconsécutiv

edu cholestérol par le cholestérol oxydase selon les réactions suivantes:

CHE
Esters de cholesterol + H20 » Cholestérol+acides gras.
CHOD
Cholesterol+0O; » Cholesténe-4-one-3+ H20>
POD
H20.+Phénol +Amino-4 -antipyrine » quinonneimine rose+ 4H-0.

Sachantquelaquantitédequinoneimineforméeestproportionnellealaconcentrationdecholestérol.

b. Préparation et stabilité
Dissoudrelecontenud’unflacondeR2avecunflacondetamponR 1.Leréactifdetravailest

stable aprés un(1) mois a 20-25°C ; ou 4 mois a2-8°

Réactif PipespH6.9 90mmol/1

01Solutiontamp Phénol 26mmol/I1

on

Réactif02: Cholestérol oxydase 300U/

Enzymes(CHE,CHODetP Peroxydase 1250U/1
OoD). Cholesterolestérase 300U/

Amino-4-antipyrine 0.4 mmol/Il

Réactif 200mg/d|

3Standar 2

d g/15.17m

ol/l
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c. Mode opératoire

Longueur d’onde 505 nm (500 - 550), Température 37°C et cuve de 1 cm d’épaisseur.

Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.

Blanc Standard Echantillon
Standard = 10ul -
Echantillon - - 10ul
Réactif de travail 1000pl 1000pl 1000ul

Mélanger, lire les densités optiques aprées une incubation de 5 min. a37°C. La coloration est

stable 30 minutes.

D.OEchantillon
D.OStandard

Cholestérol =

d.Calcul
Mg/dl: n =
200.G/l: n =
2.mmol/l:n=

Figure 30 : Dosage des parametres biochimiques.
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X.3. Dosage de la triglycéridémie
a. Principe

LestriglycéridesincubésavecdelalL PLIiberentduglycéroletdesacidesgraslibres.Le glycérol
est phosphorilasé par du glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de ’ATP enprésencede
glycérolkinasepourproduireduGsPetdel’adénosine-5-di phosphate(ADP).

Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en
peroxyded’hydrogéne (H202) par le GPO. Au final, le peroxyde d’hydrogene (H20.) réagit

avec du 4-AFet dup-chlorophénol,réactioncatalyseeparlaPOD,cequidonne unecouleurrouge:

LPL
Triglycérides+H20 » Glycérol + Acides gras libres
GK
Glycérol+ATP » G3P+ADP.
GPO
G3P+ O3 » DAP+ H»0,.
POD
H202+4-AF+ p-Chlorophénol » Quinone+H20.

L’intensitédelacouleurforméeestproportionnellealaconcentrationdetriglycéridesprésentsd
ans I’échantillon testé.

Réactifl:tampon pH7.5 et p-chlorophénol;

Réactif 2: enzymes (LPL, GK, GPO, POD) et 4-AP et ATP ;

Réactif3: Etalon de triglycéride (2g/1).

b. Solution de travail

Dissoudre le contenu duré actif2 avec la solution tampon (reactifl) .La solution est

stable pendant14 jours de 20 a25°C ou 56 jours de 2 a 8°C.
c. Méthode de dosage

Mélanger et attendre 5 min a 37° Cou 10 min a température ambiante .Lire la DOD a

505 nm contre la DOE .Les teneurs en triglycérides sont exprimées en g/l.

d. Calcul

Taux de triglycérides = (DOD/DOE) x2g/I.
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Résultats et Interprétation

I. Caractérisation physico-chimiques

I.1. Tests qualitatifs

Différentes méthodes spécifiques, utilisées, ont permis I’identification des différents groupes
chimiques (composes bioactifs présents dans les clous de girofle pouvant avoir une activité
antidiabétique. Ainsi que, la mise en évidence des mucilages, d’Amidon, des sucres
réducteurs, des flavonoides, des coumarines, des tanins, des saponosides, ainsi, des
flavonoides, des glucosides cardiotoniques, des alcaloides et des acides aminés et des
stéroides et terpénes. L’existence de ces familles de composés bioactifs est vérifiée dans les
extraits méthanolique, éthanolique et aqueux brut.

Tableau 07 : Profil phytochimique clous de girofles.

Familles Tests réalises sur
phytochimiques Réactifs E.AB E. £
Utilisés Méthn Ethn
Tanins FeCI3 + ++ +++ +
Saponosides Indicedemousse +++ + ++ +
Flavonoides Mg++ +++ +++ -
Glucosides Réaction deKeller- +++ ++ + -
cardiotoniques kiliani
Coumarines KOHetHCI +++ +++ +
Les NH40H (10%) +++ ++ + -
anthraquinones
Amidon Réactifd’amidon - - -
Alcaloides Wagner +++ +++ .
Mucilage Alcoolabsolu +++ / /
Les Acides La ninhydrine - - -
Amines acetique
Les Composes LiqueurdeFehling ++ ++ +
réducteurs
Stéroides et Reéaction +++ +++ +
Tirterpenes Libermann
Buchard
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Légende:

v’ (+++) =Trés Riche (Réaction franchement positive).
v' (++) = Riche (Réaction moyennement positives.
v’ (+) = Trace (Reaction faiblement positifs).

v" (-) =Absence (Réaction négative).

v (/)=Réaction non effectuée.

. Les résultats obtenus, montrent que les clous de girofle (Syzygium aromaticum) sont tres riches en
tannins, en flavonoides, en glucosides cardiotoniques, en alcaloides, en anthraquinones ainsi qu’en
saponosides qui sont trouvés dans les différents modes de préparation, en particulier, dans I’E.AB et
I’E.Méthn qui révélent qu’ils sont en quantité importante. Alors que les alcaloides, les tannins et
saponosoides, existent dans les trois extraits (E.AB, E.Ethn et I’E.Méthn). Cependant, les
flavonoides, les glucosides cardiotoniques et les anthraquinones sont fortement trouvés dans les
extraits aqueux brut et méthanoique mais rarement trouvés ou absents dans I’E. ethanolique. Tandis
que le mucilage est trés riche dans ’EAB. Il faut signaler que 1’addition de la Ninhydrine a ces
extraits a permis de mettre en évidence I’absence des acides aminés dans 1’EAB, 1’E.ethanolique et
I’E.Methnolique. En revanche, les résultats montrent que les extraits de clou de girofle sont
dépourvus en amidon. Tandis que I’E.Ethn est riche en saponoside et en alcaloide par rapport aux

autres composés, et ne contient que des traces de composés reducteurs et sterol tri-terpéne.

Ainsi, donc I’observation attentive des résultats, nous a permis de remarquer la variabilité de la

composition des différents extraits.
1.2. Tests quantitatifs

1.2. 1. Le taux de humidité et de la matiére séche

98,80%

1,20%

-

Teneuren EAU

Teneuren MS

Figure 31: Teneur en eau et le taux de matiere séche des clous de girofle
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Le taux moyen d’humidité pour le clou de Sizyguim aromaticuim est de 1.2%, ce qui prouve
que la majeure partie du poids des clous est constitué de la matiére séche.

Le stockage des plantes médicinales ou leurs extraits avec une teneur élevée en eau cause sa
pourriture ainsi que I’oxydation de ces molécules bioactives donc le séchage des plantes avant
leur extraction est de premiére nécessité. A cet effet, la connaissance de telles informations
permet de sécher les plantes médicinales dans des conditions qui assurent leur conservation a
long terme tout en gardant leurs huiles essentielles et leurs molécules bioactives, leurs

couleurs, leurs odeurs et par suite leurs qualités nutritionnelles (5).

1.2.2. Le rendement

22,15%

13,62%

= /

ETHA

METH

Figure 32 : Les rendements de différents extraits de clous de girofle

Il ressort de cet histogramme que les variations des rendements d’extraction sont observées
pour chaque extrait qui pourraient étre dues a la variabilité du solvant et/ou la partie végétale
utilisée.

L’histogramme représente les résultats des rendements des différents extraits de clou de
girofle.

Ces résultats montrent clairement que les rendements obtenus avec I’EAB sont plus
importants que ceux des E.Methn et I’E Ethan. Cependant, plusieurs auteurs ont prouve que le
rendement d'extraction des composés phénoliques varie considérablement avec la polarité du
solvant utilisé (13) (9). Ces variations peuvent également étre attribuées a la différence
d’affinité des composés phénoliques vis-a-vis du solvant d’extraction, a leur degrés de
polymeérisation ou a leur engagement dans d’autres structures moléculaires formant, ainsi des
complexes insolubles (3). En outre, (10) ont rapporté que les rendements élevés obtenus avec

I’EAB peuvent étre dus a la solubilité de la plupart des composés dans ce dernier.



Résultats et Interprétation

1. Dosage des polyphénols

Tableau 8: Absorbance des différentes concentrations en acide gallique

Numéro de tubes Témoin 1 2 3 4
Quantité d’acide gallique | 0 0.1 0.7 0.8 0.9
(mg) Absorbance
0 0.133 1.087 1.266 1.301
DO
y = 1.520x - 0.002
1,6 R?=0.9952
1,4 o
12 /———f—————F————————— LD
\ e e =
o 08 EE e
o0 | e
04 | e
0,2 e
0 @&
02 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
CONCENTRATION
MG/ML
@ DO ceceeees Linéaire (DO)

Figure33 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Tableau9 : Résultats du dosage des polyphénols de clou de girofle

Absorbance E.AB E.Méthanolique E.Ethanolique
Premiére 1.133 0.992 0.315
Deuxieme 1.159 0.582 0.517
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Figure34 : Dosage des polyphénols

Le méthanol, I'éthanol et I'eau sont utilisés séparément généralement pour extraire les
composés phénoliques a partir de la poudre des clous de girofle (syzyrium aromaticum).
D’apres les résultats obtenus, on constate que tous les solvants ont la capacité d’extraire les
composés phénoliques totaux.

Les taux d’extraction en polyphénols totaux les plus €élevés sont enregistrés par 1’eau suivie
par les extraits méthanoliques avec des teneurs de 0.754mg EAG /g de poudre et 0.518 mg
EAG /g de poudre respectivement, alors que I’extraction par éthanol a donné un taux faible
égal a 0.274 mg EAG/g de poudre mais qui reste important du point de vue activité. En
effet,(6) a rapporté que différents solvants ont la capacité d'extraire divers constituants selon
leur solubilité et leur polarité.

Enfin, d’apres les résultats obtenus, il ressort que 1’eau reste le solvant le plus approprié pour cette

extraction.
I1l.  Dosage des flavonoides totaux par la méthode de trichlorure d’ Aluminium
Tableau 10: Résultats du dosage des flavonoides de clou de girofle
Absorbance E.AB E.Meéthanolique E.Ethanolique
Premiére 2.07 1.172 0.211
Deuxiéme 1.991 1.125 0.220
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Figure35 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Figure 36 : Teneurs en flavonoides totaux de trois extraits des clous de girofle

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et 1’étalon été la quercétine (Fig36). La teneur en flavonoides est exprimée en
milligramme d'équivalent de quercétine par gramme de matiére fraiche (mg EQ/g de MF).
Les taux des flavonoides des quatre extraits ont été obtenu a partir de la courbe
d’étalonnage qui suit une équation de type : y = 0,0344 x + 0,0181 sachant que
R2=0,9992.
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Les concentrations des flavonoides (Fig36) sont relativement importants dans les extraits
dans leur majorite, les teneurs en flavonoides sont de 58.495 mg EQ /g de matiére fraiche
dans I’extrait EAB suivie de celles de L’extraits méthanolique avec 32.855mg EQ /g de
matiére fraiche respectivement et enfin celle d’extrait éthanolique avec une faible 5.73 mg

EQ/g de matiere fraiche.

IV. L’Activité anti oxydante

120%

100%

91,03% 88,08% 88,19%

80%

0
60% “A.ARD'EAB

40%

20%

0%
100% 50% 25%

Figure 37: Activité anti oxydante d’EAB
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Figure38 : Activité anti oxydante d’E.Méthn
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Figure 39 : Activité anti oxydante d’E.Ethn

D’apres le resultat obtenu, la capacité d’inhibition du radical DPPH+ par les extraits de la
poudre étudiée, est de 91.03 %,88.08 %,88.19 % pour I’EAB, de 79.67 %,69.39 %,77.92 %
pour I’E. Methn et enfin de 48.85 % ,61.96 %,62.62 % pour I’E.Ethn a partir d’une solution

mere de 100% des différents extraits d’ou des dilutions de 50 % et 25% sont réalisées.

Les résultats de 1’étude statistique obtenus indiquent I’existence d’une bonne inhibition du

radical DPPH-+ pour les trois extraits, cependant, le meilleur reste I’E.A.B suivi par ’'E.METH

alors que I’E Ethn posséde la capacité d’inhibition du radical DPPH+ 1a moins fiable.

V. L’activité antibactérienne des extraits

Pour ’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des souches testés,

nous avons utilisé la méthode des disques. Apres 24 heures d’incubation, les diamétres des

zones d’inhibitions obtenus avec les différents extraits sont regroupés dans le tableau 11 et 12

En 2000, Samuelsen a classé la sensibilité des souches bactériennes aux extraits végétaux



Résultats et Interprétation

V.

Résultats des tests microbiologiques

Tableaull: Photographie des boites du test de I’activité antibactérienne

Les Souches Extrait
testés Aqueux brute

E. coli ‘ EC =7
EAB N
= dEas

PS.aeruginosa Ps

EAB

ST. aureus

St
EAB

B. cereus

Extraits
méthanoliques

TN

v

E.A

Extraits

éthanoliques

=y
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V1. 1. Evaluation de Pactivité antibactérienne des extraits

Pour I’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits (EAB ,E.Méthn et E.Ethn) des
clous de girofle vis-a-vis des souches bactériennes testées, nous avons utilisé la méthode des

disques. Apres 24 heures d’incubation, les diametres des zones d’inhibition obtenus avec les

différents extraits sont regroupeés dans le tableau 12

IIs ont classé le diamétre des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne comme

suit
>
>
>
>

Non sensible (-) : D <8 mm
Sensible (+) : 9 <D < 14 mm
Tres sensible (+ +) : 14<D <20 mm

Extrémement sensible (+++) : 20 < D mm

VI1.2. Pouvoir antibactérien d’ extraits de Syzygium aromaticum

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des disques

imprégnés d’extraits et leurs différentes dilutions étudiées ont été mesurées.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 12

Tableaul2: Degrés de sensibilités des souches testés vis-a-vis des extraits obtenus.

Degré de Non sensible Sensible Treés sensible Extrémement sensible
w D <8 mm 8<D <14 mm 14<D <20 mm D>20 mm
Souches
Extraits EAB | Methn Ethn EAB Methn | Ethn EAB Methn | Ethn EAB Methn Eth
n
Pseudomona / / / C2, / /| |C1,C3 |[C4 / / ci,Cc2 |/
S aeruginosa C4 c3
Staphylococc | C4 SM / / / /[ | C3 C1, SM,C1 | C3,C4 |/
us aureus C2 C2
Escherichia | C4 / / / C1 / / / / / / /
coli
Bacillus C3 SM Cs3, / C2, C1 / / / / /
cereus C4 C4

SM : la solution mere = 100 mg/ml ; D1 = 50 mg/ml ; D2 = 25mg/ml ; D3 =12.5 mg ;
D4=6.25mg/ml.
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Les résultats obtenus montrent que I.”"EAB et I’E.Methn de clou de girofle ont une activité

antibactérienne bien marquee par a pour ou E.Ethn, Cette derniére est due a leur richesse en
polyphénols probablement due de leur diversité structurale (4) .d“apres les résultats la souche
la plus sensible est Staphylococcus aureus G+et Bacillus cereus G+ presque pour tous les
extraits, Il est a signalé qui sont plus sensible a EAB et 1’extrait méthanolique qu’a 1’extrait
ethanolique,alour que les souches E.coli G-, Pseudomonas aeruginosa G-,sont la plus
resistant Ces résultats sont en accord avec la littérature selon lesquelles les bactéries a Gram+
montrent la plus grande sensibilité par rapport aux bactéries a Gram-(1) (2) (8) (12).
L’ensemble des résultats montrent qu’il y a toujours une relation entre la teneur

en polyphénols totaux des extraits et leurs activités antibactériennes. En effet, I’extrait

aquex brute de clou de girofle par exemple présente la teneur la plus élevé en

Composeés phénoliques suivi par | E.Ethn qui sont montré une activité importante.

Alors que I’extrait Ethanolique de clou de girofle présente une teneur en PPT le plus faible et
qui a une faible activité, (7) indiquent que I’eugénol a une activité antibactérienne élevée, de ce
fait I'action antibactérienne de Syzygium aromaticum est importante. Le mode d'action de
I’eugénol est expliqué par (11), le principal mécanisme d'action de I'eugénol est une rupture de
la membrane cytoplasmique, qui augmente sa perméabilité non spécifique.

Les substances bioactives (polyphénols) se manifestent par un effet inhibiteur, du fait qu’ils
n’agissent pas sur la paroi bactérienne par contre ils interviennent probablement sur un
mécanisme interne. 1l se peut, cependant, que les protéines, ADN et ARN soient synthétisés
par les polyphénols des clous de girofle (14). Ils sont aussi, caractérisés par une capacité
importante pour éliminer un nombre considérable de toxines, en plus des facteurs de virulence
microbiens tels que I’inhibition de la formation de bio films, en plus de réduire 1’adhésion aux
ligands hotes et d’¢éliminer les toxines bactériennes, de plus ils sont capables de former une

synergie avec certains antibiotiques.
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VII. Résultats des différents paramétres avant et aprés induction

VI1.1. Variation du poids corporel de lot t¢émoin durant 35 jours

2500
2000
(@2}
S 1500
-’g 1000
o
500
0
Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g)
Lot Pesée 1 Pesée 2 Pesée 3 Pesée 4 Pesée 5
(9 (9 (9 (9 (9
= LAPIN1 1 1630 1780 1860 1880 2128
lapin2 2 1550 1698 1680 1850 2115
m lapin3 3 1460 1530 1580 1730 1970
m Séried 4 1500 1600 1620 1740 1990
m Sérieb 5 1520 1598 1630 1735 1980

Figure 40: Variation du poids corporel de lot témoin durant 35 jours

D’aprés les résultats obtenus par la (fig 40) On remarque une augmentation Significative du
poids corporel, Ainsi les animaux sur les quels notre étude a été menée ne présentent aucun
trouble, ne sont ni diabétiques ni hypo ou hypercholestérolémiques, ni hypo ou
hypertriglycerimiques. 1l est fort possible que ces résultats sont influencés par la bonne
conduite et le repos des animaux dans des conditions favorables.

VI1.2. Variation du poids corporel du lot MNT durant 35 jours

2500
2000
D
S 1500
B
-5 1000
o
500
0 Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g)
Lot | Pesée 1 | Pesée?2 | Pesée3 | Peséed | Peséeb
(9) (9 (9 (9 (9
m |apin6 6 1570 1465 1470 1540 1650
lapin7 7 1680 1768 1780 1840 1960
m |apin8 8 1780 1755 1720 1810 1940
® lapin9 9 1530 1510 1490 1575 1640
® |apinl0 10 1547 1592 1587 1620 1740

Figure 41 : Variation du poids corporel du lot malade non traité (MNT) durant 35 jours

Les résultats obtenus montrent une baisse significative du poids corporel apres injection de
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I’alloxane, puis il se stabilise, avant d’augmenter une deuxiéme fois ce qui peut étre di a

I’adaptation des lapins aux nouvelles conditions.

VI1.3. Variation du poids corporel durant 35 jours du lot traité par E.A.B

2500
2000
(=]
S 1500
-'g 1000
o
500
0 Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids(g) | Poids (g)
Lot Il Pesée 1 Pesée 2 Pesée 3 Pesée 4 Pesée 5
(9 (9 (9 (9 (9
® lapinll 11 1570 1484 1470 1625 1738
lapin12 12 1610 1669 1680 1778 1915
m lapinl3 13 1574 1510 1510 1662 1786
m lapinl4 14 1498 1498 1494 1588 1713
m lapinl6 15 1590 1670 1690 1830 1848

Figure 42 : Variation du poids corporel du lot traité par E.A.B durant 35 jours
On remarque une diminution significative du poids corporel apres injection de
I’alloxane pour la plus part des lapins, puis il se stabilise, pour augmenter a la fin du traitement par
EAB a des valeurs de 1738 g pour lapin11,1915 g pour lapinl3, 17869 pour lapinl4, 1713g pour
lapinl5, 18489 pour lapinl6,
VI1.4. Variation du poids corporel du lot traité par E.Ethn durant 35 jour

2500
2000
(@]
S 1500
3
-5 1000
o
500
0 Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g)
Lot 1l Pesée 1 Pesée 2 Pesée 3 Pesée 4 Pesée 5
(9 (9 (9 (9) (9
m lapinl6 16 1584 1770 1790 1985 2158
lapinl7 17 1640 1600 1598 1780 1920
m |apinl8 18 1494 1769 1777 1840 1900
m lapinl9 19 1564 1765 1765 1930 2082
m lapin20 20 1600 1428 1440 1525 1730

Figure 43 : Variation du poids corporel du lot traité par E.Ethn durant 35 jours



Résultats et Interprétation

D’apres les résultats obtenu on constante que le poids corporels des lapins mené une
augmentation importante apres le traitement des lapin par I’extrait éthanolique a des valeurs de
21589 pour lapin16,1920 g pour lapin17, 1900g pour lapinl8, 20829 pour lapinl9, 17309 pour
lapin20.

VI1.5. Variation du poids corporel durant 35 jour du lot traité par E.Méthn

2500
2000
(@2}
S 1500
-’g 1000
o
500
0 : : : : :
Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g) | Poids (g)
Lot IV Pesée 1 Pesée 2 Pesée 3 Pesée 4 Pesée 5
(9 (9 (9 (9 (9
m lapin21 21 1687 1582 1600 1755 1850
lapin22 22 1565 1565 1577 1720 1864
m lapin23 23 1588 1510 1500 1699 1833
m lapin24 24 1495 1740 1760 2035 2168
m |apin25 25 1586 1465 1489 1680 1791

Figure 44 : Variation du poids corporel du lot traité par E.Méthn durant 35 jours

On remarque une diminution significative du poids corporel apres injection de I’alloxane pour
la plus par du lapin, puis il se stabilise et puis augmenté a la fin de traitement .E.Méthn a des
valeurs de 1850 g pour lapin21,1864 g pour lapin22, 1833g pour lapin23, 21689 pour lapin24,
1161g pour lapin25,
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VI1.6. Comparaison de la glycémie de lot témoin et lot du MNT

3,5
3
=
o
2
=
8
=
>
0,5
0
GO G1 G2 G3 G4 G5
T 1,54 1,45 1,41 1,69 1,39 1,4
e T 1,38 1,58 1,47 1,57 1,45 1,42
—T 1,32 1,49 1,99 1,61 1,43 1,39
T 1,63 1,6 1,35 1,55 1,44 1,32
T 1,69 1,58 1,39 1,54 1,52 1,4
e MINT 1,1 1,63 2,08 2,28 2,52 2,8
e MINT 1,68 1,4 2,16 2,4 2,61 2,84
MNT 1,97 2,49 2,6 2,68 2,77 3,04
e MNT 1,38 1,69 2,2 2,39 2,45 2,8
MNT 1,53 1,6 2,2 2,4 2,54 2,83

Figure 45 : Comparaison de taux de la glycémie du lot témoin et lot du MNT

D’apres les résultats de mesure de glycémie, apres 1’induction du diabéte par injection

d’une substance diabétogene (1’alloxane), on constate qu’il y a une augmentation
remarquable du taux de glucose sanguin du lapin du lot MNT par comparaison a celui du

témoin normal (TM) qui reste toujours dans les normes usuelles.
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VI11.7. Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits
(EAB ,E.Ethn,E.Méthn).

3
=
(@]
S
2
£
'3
>
@ 1
0,5
0
GO Gl G2 G3 G4 G5
—FE.AB 1,44 1,8 2,3 2,6 2,28 2,1
e E.A.B 2,22 1,2 2 2,38 2,42 2,17
—FE . A.B 1,65 1,65 2,2 2,43 2,39 2,19
——FE A.B 2,78 1,18 2,4 2,6 2,58 2,28
—FE.A.B 1,36 1,2 2 2,73 2,6 2,15
e E Ethn 1,61 1,64 2,05 2,41 2,21 2,03
e E Ethn 1,7 1,65 2,01 2,38 2,25 2,07
E.Ethn 1,55 1,82 2,17 2,6 2,18 2
= E_Ethn 1,38 1,38 2,03 2,53 2,17 2,03
e E EthN 1,56 1,66 2,05 2,6 2,1 2
e E Méthn 1,85 1,35 2 2,19 2,2 2,06
E.Méthn 1,33 1,34 2,12 2,36 2,14 2,05
E.Méthn 1,48 1,21 2,18 2,62 2,19 2,07
E.Méthn 1,66 1,35 2,14 2,52 2,19 2,08
E.Méthn 1,3 1,24 2,1 2,63 2,25 2,1

Figure 46: Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits
Avant induction de diabete par I’injection de la molécule diabétogene (I’alloxane), il ressort
que tous les lapins ont un taux de glycémie normale par rapport aux normes usuelles, les
lapins sur lesquels 1’étude est menée ne sont pas diabétiques (ni hypo ni hyper glycémiques).
Ces résultats sont obtenus par la bonne conduite de 1’élevage des animaux dans des conditions
favorables. Apres induction par ’alloxane, on constate une augmentation significative des taux
du glucose dans le sang pour tous les lapins de différents lots . Ce changement de valeurs de
glycémie résulte des modifications morphologiques des cellules B des ilots de Langerhans de

pancréas provoqué par 1’alloxane. Aprés commencé le traitement du lapins par le gavage des
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différents extraits du clou de girofle a partir de la troisiemes semaine il ressort de la courbe

que le taux de glycémie readapté et devient dans les normes usuelle et celle de témoin. on peut
dire que ’EAB, E.Ethn et E.Méthn ont pu extraire une majorité des molécules bioactives
hypoglycémiantes.

VI11.8. Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits et le lot témoin
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E.A.B 1,65 1,65 2,2 2,43 2,39 2,19
—F A.B 2,78 1,18 2,4 2,6 2,58 2,28
A B 1,36 1,2 2 2,73 2,6 2,15
= Ethn 1,61 1,64 2,05 2,41 2,21 2,03
e E_Ethn 1,7 1,65 2,01 2,38 2,25 2,07
e E_Ethn 1,55 1,82 2,17 2,6 2,18 2
E.Ethn 1,38 1,38 2,03 2,53 2,17 2,03
= _Ethn 1,56 1,66 2,05 2,6 2,1 2
E.Méthn 1,85 1,35 2 2,19 2,2 2,06
e B Méthn 1,33 1,34 2,12 2,36 2,14 2,05
E.Méthn 1,48 1,21 2,18 2,62 2,19 2,07
E.Méthn 1,66 1,35 2,14 2,52 2,19 2,08
E.Méthn 1,3 1,24 2,1 2,63 2,25 2,1

Figure 47: Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits et le lot témoin
D’ apres les résultats de (fig. 47) on constant que apres induction de diabéte il y a une
augmentation sévére du taux de glycémie chez les lapins du lot traité par a pour ou lot témoin
parce que sont devenus diabétique cependant lorsque en commence le traitement on observe

une nette baisse du taux de glucose sanguin.
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VI11.9. Comparaison de la glycémie des lots traites par différents extraits et lot MNT
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E.AB 1,65 1,65 2,2 2,43 2,39 2,19
—F A.B 2,78 1,18 2,4 2,6 2,58 2,28
—F A.B 1,36 1,2 2 2,73 2,6 2,15
= E Ethn 1,61 1,64 2,05 2,41 2,21 2,03
= E.Ethn 1,7 1,65 2,01 2,38 2,25 2,07
e E Ethn 1,55 1,82 2,17 2,6 2,18 2
E.Ethn 1,38 1,38 2,03 2,53 2,17 2,03
e £ Ethn 1,56 1,66 2,05 2,6 2,1 2
E.Méthn 1,85 1,35 2 2,19 2,2 2,06
= E . Méthn 1,33 1,34 2,12 2,36 2,14 2,05
E.Méthn 1,48 1,21 2,18 2,62 2,19 2,07
E.Méthn 1,66 1,35 2,14 2,52 2,19 2,08
E.Méthn 1,3 1,24 2,1 2,63 2,25 2,1

Figure 48 : Comparaison de la glycémie des lots traités par différents extraits et le lot MNT
Les résultats de (fig48) montrent que la glycémie chez les MNT croit car il n’ont re¢u ou qu’un
traitement alors que les lots 11, 111 et IV traites respectivement par E.A.B , E.Ethn et E.Methn
Mettent en évidence une chute de la glycémie pour tous les lots .en peut dire ainsi que les
substances bioactives en particulier les polyphénols et les flavonoides ont montré leur
efficacité anti diabétique car les solvants utilisée ont pu extraire tous les principes actifs de la
poudre du clou de girofle .



V11.10.Differents paramétres biochimiques apreés abattage des lapins
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Tableau 13: les parametres biochimiques apres abattage ou sacrifice des lapins (aprées 5
semaines traitement)

Lot T | Poids Glycémie CHO TG ALAT | ASAT PAL | urée | créatinine | électrolyt
(9) (9)1 L (mg/1) es
(SACRIFICE) @/ |/ | sy ez | (ol Na+
(9)/ | mEg/L

1 2130 | 1.44 0.18 | 1.70 58 61 8 02 |6 140

2 2125 | 1.40 0.14 | 1.67 60 58 12 0.18 | 10 138

3 1960 | 1.39 101 | 1.77 72 69 9 0.15 |9 141

4 1982 | 1.34 096 | 1.84 54 64 11 0.15 | 15 141

5 1973 | 1.42 0.77 | 1.45 51 59 10 017 |11 139
Lot1

6 1668 | 201 097 |1.86 56 91 6 0.25 | 22 147

7 1945 | 2.09 081 |1.78 60 86 11 021 |21 142

8 1927 | 2.04 080 |1.75 67 79 9 0.18 | 18 140

9 1645 | 2.13 054 | 150 59 71 5 0.28 | 24 145
10 1740 | 2.15 0.79 | 1.63 51 72 12 0.16 | 19 143
Lot 2

11 1736 | 2.14 0.88 | 1.84 62 59 7 024 |12 146
12 1910 | 2.20 0.75 | 157 69 61 9 0.20 |13 139
13 1793 | 2.19 069 |151 57 49 6 0.15 |9 140
14 1720 | 2.31 081 |1.78 84 67 13 0.25 | 18 149
15 1830 | 2.18 0.74 | 1.60 75 65 10 0.27 |13 147
Lot 3

16 2140 | 2.09 0.68 | 1.62 65 58 6 0.18 | 13 139
17 1906 | 2.11 055 | 1.58 54 54 5 0.21 |10 144
18 1912 | 2.05 0.72 | 1.75 69 68 8 0.25 | 16 141
19 2090 | 2.06 0.76 | 1.69 70 64 14 0.19 | 16 148
20 1720 | 1.98 0.62 | 1.58 63 59 12 0.14 |13 144
Lot 4

21 1863 | 2.06 059 |1.49 55 61 11 0.18 | 9 139
22 1868 | 2.04 064 |1.62 66 71 13 0.20 | 12 143
23 1831 | 2.07 061 | 155 61 62 8 0.26 | 10 140
24 2165 | 2.10 058 | 1.50 54 58 5 0.18 | 16 145
25 1792 | 2.12 0.70 | 1.64 71 63 9 0.25 | 12 144

Il ressort de ce tableau que la glycémie avant traitement augmente jusqu’ au jour du gavage ou
il est remarqué qu’il y a un début de baisse de taux du glucose, il en est de méme pour le
cholestérol et triglycéride. Alors que le poids corporel dans I’ensemble, on recense une

augmentation. Cependant, pour les autres paramétres leurs valeurs restent dans les normes.
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Conclusion

Actuellement, la phytothérapie ou médecine traditionnelle ou encore médecine paralléle a pris un
énorme éventail qui continue a prendre de I’ampleur les années a venir, grace a la richesse du
tapis vert, de la planete terre, de plantes aromatiques et médicinales ayant des propriétés
biologiques trés intéressantes et prometteuses. En effet, elles trouvent de nombreuses applications
dans divers domaines comme en médecine en tant que traitements préventifs ou curatifs, en
pharmacie ou les principes actifs sont la base de divers médicaments, en cosmétologie ou produits
cosmetiques et en agriculture. Cet important intérét est le fruit de plusieurs recherches menées sur
les activités biologiques des plantes médicinales du couvert végétal qui nous offre une source
inépuisable de substances bioactives qui sont la base de la formulation de phytomédicaments qui,
généralement, n’ont pas d’effets secondaires ou sont moins représentatifs par rapport aux
médicaments de synthése

Notre présente étude porte sur les effets des substances bioactives des clous de girofle
« Syzygium aromaticum » sur quelques parametres biochimiques chez le lapin diabétique qui
reste une épice plus utilisée par les thérapeutes traditionnels. A cet effet, il est utilisé une
macération de 10g de poudre de clous de girofle dans 100 ml respectivement d’cau (E.A. B)
d’éthanol (E.éthanolique) et de méthanol (E.Méthanolique) pour pouvoir réaliser un screening
phytochimique dont les résultats de la caractérisation confirment la richesse en substances
bioactives de cette plante et tout le bien qu’on pense d’elle.

Alors qu’il est mis en évidence toutes les valeurs aussi positives des divers dosages des
polyphénols, flavonoides, activités antidiabétiques puisqu’il y a eu une baisse du taux de glucose
sanguin pour les trois extraits. Tandis que les activités antioxydants et antibactériennes sont
importantes respectivement pour les extraits E.A. B, E, Methn, et E.Ethn .
Cependant, pour les polyphénols et les flavonoides, I’importance en ces éléments chez les clous
de girofle, leur dosage a donne respectivement E. A. B, E.Méthanolique,E. Ethanolique .
L’¢tude de D’activité antimicrobienne, de I’extrait de Syzygium aromaticum, s’est avérée tres
intéressante du fait que les résultats obtenus sont positifs sur les quatres souches testées.
Cependant, en ce qui concerne le pouvoir antibactérien eévalué par la méthode de diffusion de
disque des différents extraits, les résultats montrent que la bacterie Staphylococcus aureus
présente une sensibilité élevée vis-a-vis de I’extrait Syzygium aromaticum comparativement aux
autres bactéries.
Suite a ces résultats qui semblent étre bénéefiques, il serait souhaitable de réaliser une étude
approfondie sur toutes les activités tout en analysant par HPLC-SM, la composition de cette épice
trés utilisée afin de déterminer avec fiabilité la structure des divers constituants grace a la base de
données de cet appareil.



Conclusion

Reprendre 1’expérimentation avec un effectif plus grand afin d’avoir des résultats plus fiables.
Réaliser une étude sur I’activité antimicrobienne, ainsi que 1’isolement et la
caractérisation des composés actifs des différents extraits afin d’identifier les molécules

responsables des activités biologiques des clous de girofle.
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Les souches bactériennes utilisés :

Staphylococcus aureus

Photo de la bactérie Staphylococcus aureus observée sous microscope
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Photo de la bactérie bacillus subtillus observée sous microscope.
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