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Introduction

Introduction :

L’homme a utilisé les plantes médicinales pour traiter les maladies depuis des millénaires
[1]. La médecine traditionnelle occupe une place centrale dans les pays en voie de
développement [2]. Le recours a la médecine a base des plantes est profondément ancré dans
notre culture, car I’ Algérie est réputée par la richesse de sa flore médicinale qui comprend des
centaines d’espéces végétales. Ainsi qu’elle a un savoir-faire testé de longue date par nos
ancétres. Parallelement, toutes les cultures et les civilisations de I’Antiquité a nos jours
dépendent entierement ou partiellement de la phytothérapie en raison de leur efficacite,
I’accessibilité, la disponibilité, la faible toxicité [3]. Un grand nombre d'affections et de

maladies ont été traitées a l'aide des herbes médicinales comme la lithiase biliaires [4, 5,6].

La lithiase biliaire est une maladie fréquente touchant de 15 a 20 % de la population en
Europe et en Amérique du Nord, et de 25-50 % en Algérie [6,7]. Pour la traiter ou la prévenir,
de nombreuses populations a travers le monde ont recours aux plantes médicinales, ce qui
constitue une pratique trés ancienne [6]. Selon I’organisation mondiale de la santé en 2008,
plus de 80 % de la population mondiale utilise des plantes ou leurs extraits contre de tres
nombreuses pathologies [8 ,6] y compris contre les calculs [6].

L utilisation des plantes médicinales et leurs extraits pour traiter cette maladie, a fait
I’objet de peu d’études [6].

Dans le présent travail, I’effet de la dissolution des calculs biliaires par les extraits
végétaux a été étudié par les extraits de : Malva Sylvestris, Herniaria Hirusta L., et Limon

Citrus. Le but de cette étude est d’évaluer 1’effet dissolvant de ces extraits, in vitro.
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Chapitre | lithiase biliaire

I. lithiase biliaire :

1.1.Généralités :

La vésicule biliaire est un organe de l'appareil digestif ayant pour fonction de stocker et
de concentrer la bile produite par le foie, avant de la déverser dans les intestins au moment de
la digestion. La bile est un liquide composé de mucus, de pigments biliaires, de sels biliaires,
de cholestérol et de sels minéraux, destiné a faciliter la digestion.

La VB se situe pres du foie, au niveau de l'abdomen et se présente en forme de poire,

d'une longueur d'environ 8 centimétres pour 4 centimétres de diamétre [9].

Les voies biliaires sont des canaux qui sont chargés de collecter et de drainer la sécrétion
biliaire heépatique au duodénum. A Torigine, apparait a la troisiéme Semaine du
développement embryonnaire, 1’ébauche hépatique sous forme d’un bourgeonnement de
I’endoblaste a Dextrémité distale de [Dintestin antérieur. La VB, les voies biliaires

(cholédoque- cystique) se développent a partir de cette ébauche hépatique [10].

Au plan anatomique elles sont mieux connues de nos jours grace aux examens
radiologiques non invasifs et reproductibles qui affichent leur cartographie. Nous distinguons
- les conduits intra-hépatiques et extra-hépatiques.

Ces voies biliaires sont parfois le siége de calculs dus a une précipitation des sels biliaires
favorisée par la stase et l’infection. C’est cela qui lui donne une grande importance

chirurgicale [11].

Figure 1 : situation générale de la vésicule biliaire[11].
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1.2.Définitions :

Parmi les maladies de l'appareil hépato-biliaire aucune n'est plus commune que la lithiase,
aucune n'est plus variée dans ses apparences cliniques, plus fertile en complication, aucune
n'est plus importante a savoir reconnaitre et traiter, soit que I'on s'en tienne aux méthodes

medicales, soit qu'il faille recourir a l'intervention opératoire [12].

La prévalence de la LB est élevée dans les pays occidentaux puisque 1’on estime qu’elle
touche environ 10 a 20 % des patients [13]. Elle est rare en Extréme-Orient et en Afrique [14],
et de 25-50 % en Algérie [6]. Dans I’Ouest algérien, la chirurgie biliaire représente 48 % des
interventions chirurgicales (données non publiées) [15].

La lithiase ‘“Maladie de la pierre”, c’est-a-dire formation de cailloux (calculs) a
I’intérieur de divers canaux des glandes endocrines [16] .La LB est la présence d’un ou de
plusieurs calculs dans les voies biliaires [10] ,de taille et compositions variables responsables
d’obstruction a 1’écoulement de la bile, d’infection et d’agression chronique des parois

biliaires [17].
1.3.Symptémes et complications :

La LB est le plus souvent asymptomatique [18] ne provoquent généralement pas de
symptdmes, mais le plus souvent, ils sont de découverte fortuite lors de [I'imagerie

diagnostique effectuée pour une autre raison, ou sont identifiés a lI'autopsie [14].

Le principal symptéme, qui ne se manifeste que dans 20% des cas, est une douleur vive
(colique hepatique) [19], qui survient quand le calcul migre dans le cystique ou le cholédoque.
La douleur est brutale et intense, localisée dans 1’épigastre ou I’hypochondre droit, irradiant
vers 1’épaule droite, inhibant I’inspiration forcée (coupant le souffle) et diminuée par
I’immobilité (colique hépatique apathique) [20].

Colique biliaire : douleur abdominale supérieure intense de type colique irradiée vers le bord

droit de la cage thoracigue.

Cholécystite aigue obstructive : douleur vague dans la partie haute de 1’abdomen.

Distension, flatulence, intolérance des graisses.

Cholécystite aigue obstructive : douleur permanente dans I’hypochondre droit, fiévre,

nausees +/-ictére .sensibilité dans le cadran supérieur droit avec signe de murphy.leucocytoce
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I’absence de traitement peut évaluer en empyeme de la vésicule biliaire .Cholangite : fievre

élevée, frissons, ictere (triade de Charcot) [14,7].
I.4.Causes :

La LB est favorisée par : ’age, le sexe, I’hérédité, la grossesse, I’obésité, le jeune, certains
traitements hormonaux, et des maladies comme : la maladie de crohn ou la mucoviscidose,
ralentissement de la nutrition, les médicaments réduisant les taux de lipides plasmatiques et
les troubles de la réabsorption des sels biliaires [15,16,17 ,18] . Mais Les deux grandes
causes de la lithiase biliaire sont le sexe féminin et la vieillesse [16].

I.5.Diagnostic et examens complémentaires :

Des antecédents de douleurs abdominales récurrentes et un ictére avec des selles péales et
des urines foncées, qui disparaissent par la suite, peuvent suggérer une maladie sous-jacente.
Pour confirmer le diagnostic, il faut pratiquer les examens suivants :

» Une NFS : neutrophilie s'il y a une cholecystite aigué. La colique hépatique peut évoluer
seule sans surinfection.

* La biologie : les tests de fonction hépatique montrent des signes de cholestase (c'est-a-dire
augmentation de la bilirubine et des phosphatases alcalines). L'amylase doit étre vérifiée pour
exclure une pancréatite aigué, bien qu'elle puisse étre légerement augmentée dans la

colique biliaire ou une cholécystite.

* Une radiographie abdominale standard n'est pas faite en routine, car seulement 10 % des
calculs biliaires sont radio-opaques.

» L'échographie est sensible pour la détection des calculs biliaires, méme s'ils ne sont pas
nécessairement la cause des symptomes cliniques. Des signes supplémentaires comme
I'épaississement de la paroi de la vésicule biliaire, la sensibilité pendant la visualisation de la
vesicule biliaire ou de la boue dans la vésicule biliaire confortent le diagnostic.

» Une scintigraphie isotopique a I'HIDA montre le fonctionnement de la VB et indique tous
les obstacles dans le conduit cystique ou le conduit cholédoque, par le retard de l'excrétion de
la bile.

* Une cholangiopancréatographie rétrograde endoscopique peut montrer un obstacle dans le
conduit cholédoque. Elle est utilisée lorsque le traitement est nécessaire (par exemple
cholécystectomie, pose d'un stent).

* L'échographie endoluminale ou une cholangiographie par résonance magnétique sont des

tests diagnostiques a utiliser de préférence a la CPRE pour examiner la voie biliaire sans
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courir le risque de pancréatite. Elles sont utiles pour visualiser les zones qui ne peuvent pas

étre percues par I'échographie transabdominale [14].

I.6.Facteurs étiologiques et prédisposant a la lithiase biliaire :

1.6.1.Age :

Les CB sont rarement observés avant 1’dge de 20 ans [25]. La prévalence globale
augmente avec 1’age, L’4ge moyen varie selon les études [26]. Le maximum de fréquence se
situe entre 51 et 60 ans avec un pourcentage de 24.2% [27].

1.6.2.Sexe :

Ce sont les femmes qui sont le plus souvent atteintes de LB.[36] Selon la littérature, le
sexe ratio femme/homme s’étend entre 2:1 et 3:1[26]. Cette fréquence est probablement liée a
la sursaturation de la bile en cholestérol qui croit avec la puberté chez la fille, et la bile
féminine est plus proche de la limite de solubilité que la bile masculine [28].

1.6.3.Héredite :

Elle a un role possible mais non démontré [28]. Les récentes études épidémiologiques
montrent que la LB est réputée fréquente dans certains groupes ethniques tels que les tribus
indiennes et les blancs des Etats-Unis d’Amérique et dans certaines contrées du monde
comme : la Suede, le Chili, la Scandinavie [10].

1.6.4. Régime alimentaire :

On a soutenu que I’alimentation avec trop de substances grasses était une des causes les
plus actives de la formation des calculs biliaires [34]. Les personnes obéses ont une bile
vesiculaire plus saturée en cholestérol que les personnes non obeses, de méme age et de méme
sexe [32].

1.6.5.Multiparité :

La grossesse favorise les calculs vésiculaires. En effet la saturation
de la bile en cholestérol augmente en fin de grossesse et la progestérone ralentit
la motricité et I’évacuation vésiculaire [10].

1.6.6.Médicaments :

De nombreux médicaments peuvent favoriser la LB. Parmi les médicaments utilisés en
endocrinologie :

-Les fibrates : Les fibrates diminuent I’excrétion des sels biliaires ; le risque relatif de
lithiase varie de 1,58 a 5, selon les études [32].

-Les octréotides : provoquent une star vésiculaire propice a la formation des calculs [30].
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-Les contraceptifs oraux : L’augmentation du risque relatif (RR) de LB chez les femmes
prenant des contraceptifs oraux (RR=2), et recevant des cestrogénes aprés la ménopause ont
un risque relatif (RR=2,5).

- Les cestrogenes.
- La progestérone [31].
1.7.Calculs biliaires :

Les CB sont des agrégats et des concentrations solides anomales que I'on rencontre
ordinairement dans les voies biliaires [19, 33] .1l ne faut pas les confondre avec les calculs
hépatiques qui ont leur siege dans le foie ou ses enveloppes, et qui different essentiellement
des calculs biliaires. Ces derniers se trouvent quelquefois dans les conduits excréteurs de la
bile. Morgagni et Walter en ont vu dans le canal hépatique ; Soemmering et Richter dans les

conduits cystique et cholédoque ; mais le plus souvent ils sont renfermes dans la vésicule. On

voit aussi quelque fois dans la substance méme du foie; c'est qu'alors ils sont sortis des canaux

excréteurs apres en avoir détruit les parois [33].

Les CB offrent un volume et un nombre variable (en général, plus ils sont nombreux et
moins ils sont volumineux) [35, 36], et une taille varie de celle de grains de sable a celle
d’une balle de ping-pong (de 1 mm a plusieurs cm) [33, 35], ils peuvent étres uniques ou
multiples. [35] Leur consistance est loin d'étre toujours la méme, lls n‘ont pas non plus une

couleur constante [33].
1.7.1 Type des calculs biliaires :

Il existe deux types principaux de CB. Les calculs cholestéroliques et les calculs
pigmentaires. D’exceptionnels calculs médicamenteux ont été décrits (par précipitation de

certains médicaments dans la bile, comme la ceftriaxone ou le diphyridamole [29].
1.7.1.1Calculs cholestéroliques :

Il existe deux types de calculs de cholestérol : les calculs de cholestérol purs de structure
cristalline, qui représentent 20 % de lI'ensemble des calculs cholestéroliques, et les calculs
mixtes, constitués de couches concentriques de cholestérol et de bilirubinate de calcium,
autour d'un noyau central formé de sels biliaires et de cholestérol. Ces calculs de couleur

jaunatre représentent 80 % des calculs cholestéroliques, et 67,5% des calculs biliaires [27].
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Tableau 1 : Les caracteéristiques des calculs cholestéroliques [18] :

caractéristiques Cholestéroliques
Couleur Jaunatre
consistance Dure

localisation Vésicule

Culture Stérile
Radio-opaque Oui

1.7.1.2 Calculs pigmentaires :

Les calculs pigmentaires sont les calculs qui sont composés en majorité de bilirubine et de
ses derives. Il y a deux types principaux de calculs pigmentaires, souvent appelés calculs noirs
et calculs bruns. Leurs principales caractéristiques sont indiquees sur le tableau Ill. Les

calculs noirs constitués de polymere de bilirubine siegent dans la vésicule, tandis que les

calculs bruns constitués de bilirubinate de calcium siegent au niveau de la voie biliaire [27].

Tableau 2 :Principaux types de calculs pigmentaires (d'aprés Trotman) [27] :

Caracteéristiques Calculs noirs Calculs bruns
Couleur Noire Brune ou orangée
Consistance Amorphe Molle, parfois laminée
Localisation initiale | Vésicule Voies biliaires

Géographie

Occident, Orient

Orient principalement

Culture de bile

Stérile

infectée

Constituant principal

Polymeére de bilirubine

Bilirubinate de calcium

Etiologie

Augmentation de I'excrétion de bilirubine

Hydrolyse bactérienne de bilirubine

conjuguée

1.7.2.Formation des calculs biliaires :

La formation des CV, varie en fonction de leur composition, mais trois phases successives

sont constantes :

-la sursaturation de la bile en composés insolubles.

-leur précipitation constituant un macrocalcul.
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-son augmentation progressive de volume formant un calcul, perceptible, qui continue ensuite

a grossir [28].
1.7.2.1.Calculs cholestéroliques :

La sursaturation de la bile en cholestérol est une condition nécessaire— mais non suffisante —
a la formation de calculs. Les conditions d’une bile lithogéne apparaissent a la suite d’une
cascade d’éveénements. Le cholestérol étant insoluble dans 1’eau, deux autres composants de la
bile, les acides biliaires et les phospholipides, permettent le maintien en solution du
cholestérol biliaire, grace a la formation de micelles. Depuis 1968, la composition de ces trois
constituants essentiels de la bile (cholestérol, acides biliaires, phospholipides) est représentée
par le triangle de Admirand et Small (figure 2). Le point situé¢ a D’intersection des

pourcentages des trois constituants indique la composition de la bile :
— lorsque le point est situé dans la zone micellaire, le cholestérol est en solution.

— lorsque le point est situé en dehors de cette zone, la bile est sursaturée en cholestérol. Le
cholestérol excédentaire est solubilisé dans des vésicules phospholipidigques, ces vesicules ont
tendance a s’agréger avec apparition de cristaux, appelé aussi nucléation, puis les calculs se
forment par agglomération de cristaux. Le premier stade de la formation de calculs est donc
une augmentation de la sécrétion biliaire de cholestérol, qui peut aussi s’associer a une

diminution des phospholipides ou des sels biliaires [29].

Cholesterol p Phospholipides

Figure 2 : Lithiase biliaire triangle d’Admirand et Small [29]. Les pourcentages molaires de

chacun des trois constituants de la bile sont portés sur les c6tés d’un triangle équilatéral. La
composition de 1’échantillon est située a I’intersection des trois pourcentages. La zone grisée

représente la zone normale ou micellaire.
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1.7.2.2.Calculs pigmentaires :
*Calculs bruns :

Leur formation a lieu au sein des voies biliaires intra- ou extra-hépatique. En Extréme-
Orient, ils sont le plus souvent secondaires a une infection de la bile qui provoque un
changement dans sa composition (ascaridiose ou distomatose +++). Les B-glucuronidases
bactériennes hydrolysent la bilirubine conjuguée.

En Europe, ils sont secondaires a une stase provoquée par un corps étranger ou un
obstacle sur les voies biliaires, une blessure des voies biliaires ou une dilatation congénitale

des voies biliaires [18].
*Calculs noirs

Ils se forment dans la VB. La concentration de bilirubine non conjuguée augmente et la
bilirubine précipite en bilirubinate de calcium lorsque les capacités de solubilisation sont

dépassées. Cela survient surtout lors des hémolyses chroniques ou dans la cirrhose [18].
1.8. Traitement de la lithiase biliaire :

En fonction du type de complication, le traitement repose sur le traitement de la douleur,
la prise en charge du syndrome infectieux, la désobstruction de la voie biliaire principale,

’ablation de la vésicule [36].
1.8.1.lithiase asymptomatique :
Aucun traitement [37].
1.8.2.colique hépatique :

Le traitement de la douleur est réalisé en urgence par voie parenérale. Il associe des
antispasmodiques comme le phloroglucinol ou la trimébutine , des antalgique et des anti-
inflammatoires en 1’absence de contre-indication. Une fois la crise douloureuse calmée et en
I’absence d’obstacle de la voie biliaire principale, une cholécystectomie doit étre réalisée
rapidement (<1 mois) afin d’éviter une récidive ou une complication .elle est
préférentiellement pratiquée sous coelioscopie.la chirurgie ambulatoire est aussi sure que la
chirurgie conventionnelle (avec hébergement la nuit) pour la réalisation d’une cholécystomie

par voie laparoscopique chez des patients sans comorbidités [36].
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1.8.3.lithiase de la voie biliaire principale (angiocholite) :

Le traitement de I’angiocholite est une urgence qui impose I’hospitalisation en milieu
chirurgical. L’antibiothérapie intraveineuse a bonne diffusion biliaire et hépatique doit étre

débutée immédiatement apres les hémocultures.

En fonction de I’état clinique du patient on peut soit réaliser une exploration chirurgicale
des voies biliaires avec cholécystectomie dans le méme temps, soit proposer une
sphinctérotomie sous endoscopie avec extraction des calculs, la cholécystectomie étant

réalisée dans un second temps [38].
1.8.4.cholécystite :
Le traitement comporte :
-I’arrét de ’alimentation, la mise en place d’une perfusion avec du sérum glucosé isotonique.
-I’antibiothérapie par voie générale en urgence.
-la cholécystectomie en semi-urgence, le plus t6t possible dans les jours suivants.

-I’intervention chirurgicale s’impose en revanche en urgence en cas d’hydrocholécystite ,
c’est-a-dire de distension vésiculaire (vésicule palpable cliniqguement et augmentée de volume

en échographie) liée a une obstruction du canal cystique par un calcul [35].
1.8.5.pancréatite aigué :

La CRPE précoce n’est pas indiquée chez les patients présentant une péncrréatite biliaire

en I’absence d’angiocholite ou d’obstruction des vois biliaires.

Dans le cas d’une pancréatite biliaire avec une suspicion d’angiocholite aigue coexistante,
les antibiotiques doivent étre insatures et la CRPE avec sphinctérotomie et extraction de
calculs doit étre réalisée selon un délai qui dépend de la sévérité de 1’angiocholite mais de

préférence dans les 24 h [36].
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I1. Généralités sur les especes vegétales utilisées

Il .1.Malva sylvesteis :
I1.1.1.Description :

Malva sylvestris L connue sous le nom de
mauve commune [40] ,est une espece des
mauves qui appartient a la famille des
malvacée [41], annuelle ou vivace [46] a
profondeur de 30 cm a 1m50 cm [43].Les
racines souterraines épaisses ,grosse tige

pubescente et forte, dressée ou étalée ,

souvent rameuse, dont les grandes feuilles
Figure 3 : la plante de Malva sylvestris[39]. caractéristiques, arrondies, isolées, petiolées,
possedent de 3 a 7 lobes dentés a nervure palmee dressée [44,45], et fleurs violettes qui
fleurissent en fin de printemps .Elle préfére les zones humides [46].Cette plante est originaire
d’Europe, Afrique du Nord et Asie du Sud-Ouest [47].

11.1.2.Compositions :

Malva sylvestris contient des polysaccharides, des flavonoides ,des mucilages, des
anthocyanes, tanins , d’autres éléments tels que le calcium, phosphore, fer, potassium,
magnésium comme composants principaux.[49 , 31] et d’autres constituants comme : acides

organique , coumarine , malvolin ...[44,48,51,52].

Les jeunes feuilles du malva sylvestris sont riches en vitamines : A, B1, B2, PP et C
[52, 53,31] et mucilages [54]. Elles contiennent une quantité maximale de composés
phénoliques et de flavonoides, par contre les graines présentent la plus faible quantité de ces

deux composants [55, 52].
11.1.3.Propriétés et applications médicinales :

La Malva sylvestris a une action anti-oxydante et radicales, propriétés nettoyantes et
d’élimination des radicaux libres grace a la présence de flavonoides et composés
polyphénolique antioxydants [45, 56]. En particulier les feuilles de Malva sylvestris ont
révélées des propriétés anti-oxydantes trés fortes grace a sa richesse en composés phénoliques
et flavonoides [55,45 ,56 ,57].
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La plupart des effets bénéfiques de malva sylvestris sont dues a la présence de
flavonoides, qui sont des composés phénoliques. Les flavonoides inhibent et préviennent la
peroxydation lipidique dans la fois, mitochondries et liposome... [31, 56,57].

En réalité la liste des vertus de cette plante médicinale est beaucoup plus grandes :elle
employée pour soigner les furoncles et diverses infections cutanées ,lavement, en gargarisme,
en bains du pied et de mains qu’en cataplasmes, désinfecter la bouche et soigner les aphtes et
les infections des gencives , nettoyer les yeux irrités [64], elle facilite le transit intestinal[65] ,
les extraits des feuilles utilisé comme émollient[60] et aussi pour traiter :les complications
hépatique (elle joue un réle hépato protecteur) ,la toux et maladies inflammatoires des
muqueuses , les infections , la constipation et les hémorroides , , les vois respiratoires et les

calculs biliaires (gréace a sa richesse en saponines) .... [58, 6, 59,60, 61].

les anthocyanes de M. sylvestris ont provoqué diminution du cholestérol total, des
triglycérides plasmatiques et inhibent E .Coli , staphylococcus aureus et Aspergillus, Niger
[62,63].

I1.2.Herniaria hirsuta :
11.2.1.Description :

Plante annuelle, gris-vert [67],a pubescence
dense., possédant une tige ramifiée étalée
en cercle de 5 a 15 cm de long , feuilles
petites ovales sessiles[68]. ses petites

fleurs sont blanches , le fruit est une

capsule qui renferme des graines marron
foncé[69].
Figure 4: la plante d’Hurniaria hirsuta [66].

11.2.2.Composition :

Herniaria hirsuta contenait des composés phénoliques, des flavonoides, des flavonols et
des saponines. La teneur totale en flavonoides de Herniaria hirsuta était de 4,51% et la teneur

en saponine totale de 12,74%, des anthocyanes, des coumarines et des tanins [67] [70].
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11.2.3-Propriétés et applications médicinales :

Cette plante est extrémement diurétique, aseptique et légerement spasmolytique. Elle
également utilisée a titre préventif contre la formation de calculs rénaux et de sédiment
urinaire. Elle est tres efficace pour le traitement des inflammations des voies urinaire, de riens
et de la vésicule biliaire [69]. Herniaria hirsuta L. a une efficacité prouvée contre la lithiase
urinaire et la cholélithiase grace a ses compositions : saponine, flavonoides et l'acide
medicagénique [71].

L’action antioxydant des extraits de Herniaria est également mal reconnue. Elle est

¢galement utilisée dans le traitement du diabéte et de I’hypertension [72].
11.3.Citrus limon (citron) :
11.3.1.Description :

Le citron est un agrume, il appartient de la
famille Rutaceae, fruit du citronnier dont le jus a
un pH=2.5 [74]. Le citronnier est un petit arbre

(arbuste) vert et aromatique qui appartient a la

famille des  Rutacées et atteint 2,5 a 3 m de
Figure 5 : I’arbuste de Citrus limon [73]. haut .Son fruit est jaune et ovoide, Ses feuilles
sont oblongues lancéolées de couleur verte. Ses fleurs ont des pétales blancs, a teinte violacée,
axillaires, réunis en petits groupes. Son fruit est oblong, ovoide, pointu, de 8 a 12 cm de long.
Sa couleur verte vire au jaune a la maturité. Sa pulpe est acide, son écorce (zeste) épaisse
contenant une essence a odeur caractéristique. Les graines qu’il contient ont des cotylédons
blancs [75].

11.3.2.Composition :

Le citron composé pres de 90% d’eau, faible quantité des protéines, lipides, glucides
(sucres), et contient les vitamines (principalement la vitamine C : 53mg), sels minéraux et
oligo-éléments, les flavonoides, les fibres représentent 2 ,1 du poids total, et beaucoup
d’acides organique (surtout l’acide citrique qui est responsable sur le gout acide du
citron) [74, 75 ,76].
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11.3.3.Propriétés et applications médicinales :

*En ce qui concerne ses vertus médicinales, on le reconnait comme : antiseptique
(désinfectants) : contre la grippe, rhumes, maux de gorge , les infections urinaires ,de la

vésicule et des riens , les plaies .

*Dépurateur et diurétique, favorise I’élimination des toxines (jus pressé pur).
*Activateur de la digestion, cicatrisant, et antioxydant (contre le vieillissement)
*Aide : a la construction des os et des dents, a I’assimilation du calcium.

*Fluidifiant du sang et régulateur du taux de sucre dans le sang [76].
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I11. Matériels et méthodes :
. Matériels :

Cette étude a été realisée au sein de la Faculté SNV-ST (Université Akli Mohand
Oulhadj, Bouira), au niveau des laboratoires d’Agronomie (n°l et n°9), de Microbiologie
(n°8) et de Biochimie (n°4) appartenant aux deux Département des Sciences Agronomiques et
des Sciences Biologiques.

I .1 .Matériels végétales :

Les espéces végétales utilisées dans la présente étude sont : Citrus limon et deux plantes
médicinales : herniaria hirsuta et malva sylvestris. Le citron et la plante herniaria hirsuta
ont été acheté, durant la période d’avril a mai 2019, d’un marché dans la wilaya de Bouira
alors que la mauve a été cueillie par nous-méme durant la période de allant de mars a mai

2019 dans la wilaya de Bouira aussi.

Avant utilisation, le citron est d’abord lavé avec I’eau de robinet puis 1’excés d’eau est
enlevé avec du papier absorbant. Les parties aériennes de la plante médicinale (malva
sylvestris) sont lavees, débarrassées d’impuretés, puis sechées a la température ambiante a
I’ombre. Par contre, la plante medicinale Herniaria hirsuta est achetée séche et utilisée

directement.

1) )

3)

Figure 6 : les plantes utilisées : (1) Herniaria hirsuta et (2) Malva sylvestris sous formes

séchées, (3) Citrus limon.
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1.3.Calculs biliaires utilisés:

Les calculs de la vésicule biliaire (Figure 7) ont éte prélevés de deux patients : un patient
de 45 ans (5 Mars 2019) qui a été opéré au niveau la clinique privée Lala-khdija et un autre de
80 ans (12 Mai 2019) qui a été opéré a I’hopital Mohamed Boudiaf de Bouira. Ces calculs ont

étés conservés dans le formol avant de procéder au test de dissolution

Avant I’¢tude de I’effet de dissolution par les différents extraits végétaux, les calculs ont
été lavés plusieurs fois a I’eau distillée puis séchées dans une étuve pendant la nuit (16h

successives) a 40 °C, puis pesées dans une balance de précision.

-§

. %

Figure 7 : les calculs biliaires utilisés dans notre étude.

I1. Méthodes d’analyses :
I1.1.Caractérisation des calculs :

Les calculs biliaires utilisés dans cette étude sont de type mixte. Ils sont constitués par
des couches concentriques (bilirubinate de calcium et surtout de cholestérol). Disposées
autour d’un centre plus sombre (sels biliaires et cholesterol), de forme polyédrique, a facettes

multiples, de couleur claire (voir tableau 4 ci-dessous).
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Tableau 3 : Donnés clinique et morphologique des calculs biliaires utilisés.

Les
donnés | Donneur | La Le poids | Lasurface | La forme | Lieu de Date

Les couleur a sec externe provenance | d’obtention
calculs
Calcul n°1 0,5400
Calcul n°2 0,5544
Calcul n°3 0,5333
Calcul n°4 0,4980 La clinique
Calcul n°5 Sexe : 0,5125 privée Mars 2019
Calcul n°6 | femme 0,5661 Lala-khdija
Calculn°7 | Age: 0,1299 (Bouira)
Calculneg | 40ans 0,1969
Calcul n°9 0,1259
Calcul n°10 claire 0.1259 Irréguliere | Irréguliére
Calcul n°11 01235 | lisse (polyédrique | - gpital
Calcul n°12 0,1163 a  facettes | pohamed | Mai 2019
Calcul n°13 | Sexe: 0,1153 multiples Boudiaf
Calcul n°14 | homme 0,1179 (Bouira)
Calcul n°15 | Age: 0,1094
Calculn°16 | 80ans 0,1011
Calcul n°17 0,1759
Calcul n°18 0,1037

I1.2.Caractérisations des plantes utilisees :
11.2.1.Pacidité titrable :

L’acidité d’une solution correspond principalement a la présence d’acide citrique. Le
principe de la méthode consiste en un titrage de ’acidité de 10 ml de I’échantillon avec une
solution d’hydroxyde de sodium(NaOH) 0,1 N en présence d’un indicateur coloré qui est la
phénophtaléine a 1%.le point d’équivalence est déterminé lors du virage de la couleur de

I’échantillon vers le rose claire.la quantité d’acide citrique est obtenue par la formule suivante
[77]:
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La quantité d’acide dans 1’échantillon (g/l)= (normalité de NaOHx6,4xV)/P

V : volume de NaOH verse (ml).
6 ,4 :I’indice d’acidité.
P : prise d’essai (g)
11.2.2.Le PH :
*Principe :

Dans notre étude, la mesuré du ph est réalisé avec un PH-métre (METTLER TOLEDO)
en introduisant la sonde a I’intérieur de I’échantillon, le résultat est directement lu sur I’écran

de I’appareil.
*Mode opeératoire :
-une quantité de chaque extrait est introduit dans un petit bicher.
-La sonde de PH-meétre est immergeée dans le contenu de bicher.
-la valeur de PH est lu sur I’écran de PH-metre.
-La sonde est rincée avec 1’eau distillée.
-On réalise trois essais pour chaque extrait.
11.2.3.La teneur en cendres :
*Principe :

La teneur en cendres est conventionnellement le résidu de I'échantillon apres destruction
de la matiere organique par incinération. Le principe consiste en une incinération dans un
four a moufle a une température de 600C°pendant 5 heures jusqu'a ce que les résidus

deviennent blancs au refroidissement [78].

MO%=((M1-M2)/PE) x100
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MOQO% : matiére organique.
M1 : poids de la capsule et de I’échantillon avant calcination (g).
M2 : Poids de la capsule et de I’échantillon aprés calcination(g).

PE : poids de la prise d’essai(g).

% cendres= 100-MO

*Mode opératoire :
-on met 2 g(PE) de poudre des plantes ou de pulpe de citron dans des capsules.
-On prend le poids des capsules et I’échantillon(M1)
-Les capsules sont introduites dans le four a moufle pendant 5 h a 600°C.
-On retire les capsules du four.
-On laisse refroidir les capsules et on les pése (M2).
11.2.4.Détermination de la teneur en eau :

La teneur en eau est définit comme étant la perte de poids subie lors de la dessiccation de
2 g de poudre des plantes séchées ou de fruit frais dans des capsules propres dans I’étuve a

103°C +/- 2 jusqu'a I’obtention d’un poids constant [79].

La teneur en eau est calculée par la relation suivante :

HY%=(M1-M2)/Px100

H% :I’humidité.
M1 : masse en g avant étuvage (échantillon + capsules).
M2 : masse en g de I’ensemble apres étuvage.

P : masse en g de la prise d’essai
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I1.2.5.Caractérisation et quantification des saponosides :
11.2.5.1.Caractérisation des saponosides :

Les saponosides sont des substances tres fréquentes chez les végétaux, ils sont caractérisés

par leur pouvoir moussant en solution aqueuse qui donne 1I’indice de mousse [80].

Une décoction a 2% est préparée avec 2g de poudre dans 100 ml d’eau bouillante.
L’ébullition est maintenue pendant 15 min puis la suspension est filtrée. Différentes quantités
(de 1 a 10 ml) de filtrat ont été introduites dans 10 tubes essais en complétant le contenu de
chaque tube a 10 ml avec de I’eau distillée. Une agitation, pendant 15 secondes a raison de 2
agitations par seconde, est assurée pour chaque tube en utilisant un vortex (Nahitar). La

hauteur de la mousse est mesurée 15 minutes apres 1’agitation [80].

L’indice de mousse est calculé a partir du numéro de tube (N) dans lequel la hauteur de la

mousse est de 1 cm [80].

Im = 1000/N

| : L’indice de mousse
N : numéro de tube (N) dans lequel la hauteur de la mousse est de 1 cm.
11.2.5.2.Quantification des saponosides :
*Principe :

La méthode spectro-photométrique a été utilisé car ¢’est la méthode la plus simple qui
permet de quantifier les saponines. Pour cela le mode opératoire décrit par Fiallos-Jurado J et

al, (2016) a été utilisé avec quelques modifications.

Le principe de base de cette méthode est la réaction de saponine (tritepénes oxydées) avec
de la vanilline. L’acide sulfurique est utilis¢é comme oxydant et la couleur distinctive de cette

réaction est violette et parfois perchlorique [81].

Le réactif de libermann-Buchards (LB) était utilisé pour la quantification de saponines,
car il est capable de produire une coloration brun clair si ces composés sont présents dans un
échantillon [82].
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*Mode opératoire :

Le contenu en saponines des extraits a été déterminé en utilisant le protocole de Fiallos-
Jurado J et al., (2016) avec quelques modifications. Une courbe d’étalonnage a été réalisée
dans les mémes conditions en utilisant la vanilline comme standard afin de déterminer les

concentrations en saponines des extraits exprimées en mg équivalent vanilline /ml d’extrait.

Avant de commencer, une extraction a été réalisée: un gramme d’échantillon séché a été
broyé finement en poudre et dissous dans 20 ml de propanol a 20%. Le mélange a été chauffé
a 86 ° C pendant 20 min dans une micro-onde (Condor) et filtré (en utilisant Wattman) pour

une quantification plus poussée.

Apres avoir mélangé 1 ml de solution d’échantillon avec 3,5 ml de réactif LB (qui est un
mélangel :5 acide acétique et d’acide sulfurique respectivement), ’absorbance est lue a 580

nm dans tous les échantillons apres 10 min [82].
11.2.6.Dosage de I’Acide citrique :

Le dosage de l’acide citrique est réalisé par titrage, qui est une technique d'analyse
quantitative qui permet de déterminer la quantité d'une substance nécessaire (acide citrique)

pour effectuer complétement une reaction chimique donnee.

Le titrage consiste a verser a partir d'une burette un volume précis d'une solution(NaOH)
dont la concentration est connue (0,1 M) dans une solution contenant la substance a doser (20
ml g de jus de citron), de concentration inconnue. La substance contenue dans le titrant réagit
de facon continue avec la substance a analyser. Le point atteint quand on a ajouté
suffisamment de titrant pour que la totalité de la substance a analyser réagisse est appelé point
d'équivalence. On identifie souvent ce point a l'aide du changement de couleur d'un produit

chimique appelé indicateur (phénolphtaléine) [83].
La réaction de neutralisation s’écrit :
CeHsO7(aq) + 3NaOH(aq) — CsHsO7Nas(aq) + 3 H,O (1)

Concentration(c) (mol/l)= nombre de mole d’acide citrique/volume de NaOH versé(l)
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11.2.7.Composés phénoliques :
11.7.2.1.Preparation des extraits :
La méthode d’extraction suivie dans notre étude est I’extraction par macération effectué
selon le protocole de Chiang et al. (1994)., avec quelques modifications.

Le principe de cette méthode est basé sur ’extraction sélective liquide-solide des

composés phénoliques [50].
*Mode opératoire :

Au début, Les parties séchées des deux plantes étudiées ont été broyées a I’aide d’un
broyeur électrique jusqu'a obtention d’une poudre trés fine.la poudre obtenue a été conservée

dans des flacons et stockée a 1’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu’a 1’utilisation [50].

10 g de matériel végétal sec

\Z

+ 50 ml de I’éthanol

\Z

Macération pendant 24h

\Z

Filtration

Figure 8: Schéma d’extraction [52].
11.2.7.2.Dosage des polyphénols totaux :
* Principe :
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a été réalisé par la méthode

de Folin-Ciocalteu .
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Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdene [84].

*Mode opératoire :
Le contenu en phéenols totaux des extraits a été déterminé en utilisant le protocole de

(Sfahlan Ali Jahanban et al.,2009). Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes
conditions en utilisant I’acide gallique comme standard afin de déterminer les concentrations

en polyphénol totaux des extraits exprimées en pg équivalent acide gallique/ml d’extrait [85].

0,5 ml d'extrait (aprés quelques dilutions)

\Z

+ 5 ml d'eau distillé

\Z

+ 0,5 ml de folin-ciocalteu

\Z

+ 0,5 ml de carbonate de sodium 10% (aprés 3 min de repos)

\Z

Agitation pendant 10 secondes

\Z

Incubation a ’obscurité pendant 1 h

\Z

Lecture a 765nm

Figure 9 : Dosage des phénols totaux par la méthode de Folin- Ciocalteu [85].
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11.2.7.3.Dosage des flavonoides :

La quantification du contenu flavonoides des différents extraits est estimée par la

méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3).
* Principe :

La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure de 1’aluminium. En
effet, les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en positon 5 susceptible de
donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de 1’ion
Al+3. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente
dans I’extrait [86].

*Mode opeératoire :
L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différentes fractions est réalisée

selon la méthode du trichlorure d’aluminium, avec quelque modification. Les concentrations
des flavonoides contenus dans les différents extraits ont été calculées en se référant a la
courbe d’étalonnage (0-40 pg/ml) obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les
résultats sont exprimés en ug équivalent en quercitaine/ ml d’extrait (ug EQ/ml d’extrait)
[87].

2 ml d’extrait

\Z

+2 ml de solution AICI3 a 2%

N\

1h d’incubation

\Z

Lecture a 430nm

Figurel0:Dosage des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure d’aluminium [87].
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11.2.7.4.Pouvoir anti-radicalaire(DPPH) :
*Principe :

Le principe de ce test est basé sur le fait que le DPPH est un radical libre qui présente une
bande d’absorption caractéristique a 517 nm liée a la résonance des électrons non appariés

(figurell). En présence d’une substance chimique anti-radiculaire, il y a capture des

¢lectrons non appariés de fagon stoichiométrique et des produits de la réaction n’absorbent
plus que vers 470 nm. Cela se traduit par une baisse de I’absorption a 517 nm li¢e a la
décoloration de la solution de DPPH. Il est donc possible de suivre la réaction par
spectrophotométrie dans le visible et de comparer I’intensité colorante 50 (IC50) de la
substance étudiée a celle d’un antioxydant connu tel que 1’acide ascorbique. IC50 peut étre
définie comme étant la quantité de produits nécessaire pour faire diminuer la coloration de
réactif (DPPH) de moitié 50% [88].

N
| + Antioxydant -OH » | + Antioxydant-O.
Ne NH ’
\Jﬂg hﬂ} ]""‘103 P"'D]
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 11: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [89].
*Mode opératoire :

950 pl de la solution DPPH est mélangé avec 50 ul de chaque dilution de jus ou de
chaque dilution d’extrait (1/2,1/4,1/8,1/16,1/32,1/64), la mesure de la réaction de réduction de
la solution du DPPH a été faite a 517 nm aprés une incubation pendant 1 heure [90]. Le

pourcentage de neutralisation du radical de DPPH est calculé selon la formule suivante :

% de réduction de DPPH= (Abs DPPH-Absech/Abs DPPH)*100
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Dont :
Abspppn: Absorbance du DPPH a 517nm.
Absgcn : Absorbance de 1’échantillon a 517 nm.
11.3 .Etude de la dissolution des calculs :
11.3.1.Méthode d’extraction et préparation des tisanes :
11.3.1.1.jus de citron :

Les fruits ont été nettoyés, lavés, puis coupés en deux le sens de la largeur. Le jus de

citron a été extrait par pressoir a jus et filtré a I’aide d’un papier filtre.

11.3.1.2.préparation de I’infusion de chaque plante médicinale (d’Herniaria hirsuta

et Malva sylvestris) :

20 g de plante séche ont été infusé pendant 15 min dans 1 L d’eau distillée bouillie. La

plante a éte laissée tremper pendant 20 min, puis le mélange a éte filtré et laisse refroidir.
11.3.1.3. Test de dissolution :
On realise deux experiences pour chaque extrait ou jus :

La premiere expérience consiste a évaluer I’effet des extraits des plantes utilisées ou de jus de
citron, en prenant neuf erlenmeyers propres et on verse 100 ml de tisane (trois erlenmeyers
pour la mauve, trois pour Herniaria hirsuta et les trois autres pour le jus de citron) et mettant
les calculs dans I’extrait ou de jus a température ambiante ,et a I’abri de la lumiére sous
agitation magnétique constante (400t/min) [5]. Les calculs ont été laissés au contact de
I’extrait pendant sept semaines. Chaque semaine, ils ont été sortis du milieu expérimental,
lavés a I’eau distillée, séchés a 40 °C durant 16 heures [6], puis pesés a ’aide d’une balance
de précision pour évaluer la perte de masse. Ensuite, les calculs sont replacés dans le milieu
pendant les sept jours suivants. Les pesées ont été réalisées au bout de chaque semaine.
Chacune des expériences a été repétées trois fois dans les mémes conditions, et les résultats

ont été exprimés en calculant la moyenne + écart-type des valeurs obtenues.

La deuxiéme expérience est réalisée avec les mémes étapes de la premiére expérience et

dans les mémes conditions que celle décrites précédemment, mais sans agitation.
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Evaluation de la capacité des extraits aqueux des plantes et de jus de citron a dissoudre les
calculs biliaires :

L’activité de I’extrait a été évaluée en calculant le taux de dissolution des calculs aprées

séjour dans le milieu expérimental en comparant le poids résiduel des calculs par rapport a

leur poids initial avant I’incubation avec 1’extrait.

Le pourcentage de dissolution a été calculé par la formule suivante :
A % = (W initial — W final) x 100/W initial

A % : est le taux de dissolution du calcul.

W initiar - le poids du calcul avant I’incubation avec I’extrait de la plante ou de jus .

W final - le poids du calcul aprés 1’incubation avec 1’extrait de la plante ou de jus.
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V. Résultats et discussion :

Dans cette étude, I’effet anti-lithiasique des extraits : d’Herniaria hirsuta L.,Malva
sylvestris.L et Limon citrus.L ont été étudiés dans le cas de la dissolution des calculs biliaires.

IV.1. Caractérisations des extraits végétaux utilisés :
IV.1.1. Détermination de I’acidité titrable :

L’acidité titrable obtenue pour les différents extraits est donnée par la figure 12

suivante :

4,5

3,5

2,5 M équartype

M L'acidité(g/l)

1,5

0,5

Herniaria H Malva S Citron

Figure 12: L’acidité titrable du jus citron, de I’extrait de malva sylvestris et de I’extrait

d’herniaria hirsuta L.

L’acidité trouvée pour les extraits végétaux étudiés est de 4,5568g/L £0,1, 0,03626667
g/L+ 0,003, 0,01706667 g/L £0,003 pour le jus de citron, I’extrait de la mauve et ’extrait d’

Herniaria hirsusta L., respectivement.

En comparant ces résultats, la valeur trouvée dans le cas du jus de citron est inférieure aux

résultats signalés par Hasim Kelebek et al. (2007) dans le cas de I’orange moro et I’orange
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sanguine (11,3 g/l £1,1 et 13,4 g/l £1,8, respectivement). Cependant I’acidité des extraits de
plantes étudiées est tres faible.

IV.1.2. LepH:

Le pH de jus de citron est de 2,47 + 0,06. Hassiba et Bouzid (2016), ont trouvés un pH
de jus de citron proche de celui trouvé dans la présente étude (1,98 + 0,01) [92]. Par ailleurs,
des études réalisées par Abbas et Khoudi (2016) sur le jus de citron et la purée de la pomme,
ont révélés des pH de 2,62 et 3,74 [93].

Le pH des deux plantes médicinales Malva S. et herniaria H. est plutét basique :
6,54333333+0,005 et 6,95666667+0,005, respectivement. D’aprés 1’étude réalisée par Abdul
Haleem et al , (2015), le pH de la poudre de Malva sylvestris en solution aqueuse a 1% et
10% est de 6.94 et 7.2, respectivement, ce qui est proche au résultat trouvé dans la présente
étude [94].

De son coté, Kotzekidou ,(1997) a trouvé une valeur de pH égale a 6 dans le cas de la
plante Saponaria officinalis de la famille des Caryophyllaceaes [95]. .

1V.1.3. Le taux de cendre :

Les résultats du taux de cendre pour les différents extraits étudiés sont représentés dans la

figure ci-apres :

H ecartype

W %de cendre

citron Malva S Herniaria H

Figure 13: Taux de cendre de jus de citron, des extraits de Malva sylvestris et d’ Herniaria
hirsuta.
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La détermination de la teneur en matiére minérale nous renseigne sur la qualité
nutritionnelle de I’échantillon & analyser. En effet, la teneur en cendres des aliments doit avoir

un seuil a ne pas dépasser pour la consommation humaine et animale [94].

La figurel3 montre que le taux de cendre des trois échantillons étudiés varie de :
5,54%=0,2 pour Herniaria hirsuta, 4,7% £0,9 pour le citron et 2,93%0,5 pour Malva S.

Les études de J.Bounnemaire et al. (1975) sur Malva verticillata ont montré un
pourcentage des cendres variant entre 13,97% et 24,37% [96]. Cependant les études de
Barros et al. (2010) sur Malva silvestris ont signalé un pourcentage de 13,53 % +0,11 [97].
Abdul Haleem et al. (2015) ont trouvé a leur tour un taux de cendre de la mauve de 14.15 %.
Ces résultats sont largement supérieurs au résultat de I’extrait de Malva S de la présente étude
[94].

Les travaux d’Abd-Elmonem et al. (2015), donne une valeur de 16,7% £0,26 pour la
plante d’Hernaria Cinereaa appartenant a la famille des Caryophyllacea, valeur supérieure a

celle trouvé dans la présente étude [98].
Cette resultat est inférieur a notre résulta [99].

Le taux de cendre du jus de citron est supérieur a celui de 1’extrait de la mauve. Cette
différence entre les différents extraits est due a la différence des familles des extraits végétaux

étudiés (agrume et cariophylacée).
IVV.1.4. Teneur en eau:

Les résultats de taux d’humidité obtenus pour les trois plantes utilisés dans notre étude sont

présentés dans la figure suivante :
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104
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70

g0

30 B Ecartype

W H{%)

40

30 A
20 ~

10 A

Le citron Malva & Herniaria H
Figure 14:Taux d’humidité de citron, Malva sylvestris et Herniaria hirsuta.

D’aprés les résultats présentés dans la figure 15, les teneur en eau de la pulpe de citron,
Malva.S et Herniaria H sont 90,56%z0,8, 11,94%x+2,41 et 10,85%x3,24, respectivement. On
remarque que la teneur en eau est importante dans la pulpe de citron par rapport a Malva

sylvestris et Herniaria hirsuta. Ceci s’explique par I’état séché des deux plantes.

En comparant les résultats de la présente étude avec les valeurs trouvées par Hama et
Asloun (2017) sur le citron et I’orange, ces derniéres sont proches (85,33% et 91,67%,

respectivement) du résultat de la pulpe de citron étudiée [101].

Selon Beghdad (2009) la teneur en eau de Malva Sylvestris (fraiche) est de 82,5%
[54]. Le résultat trouvé dans ce travail pour la mauve séchée (11,94%) est supérieur a celui

trouvé par Abdul Haleem et al. (2015) pour la poudre de la mauve séchée (2,56%).

Les études réalisées par Foudah (2017) ont signalé une teneur en eau d’Herniaria hirsuta
de 6,94%, valeurs inférieur au résultat trouvé (10,85%). Ceci s’explique par 1’état plus ou

moins sec de la plante [94].
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IV.1.5. Caractérisation et quantification des saponosides :
IV.1.5.1. Caractérisation des saponosides :

Par la présence des mousses dans les 10 tubes avec des hauteurs comprises entre 0,6 et
2,7 cmetentre 0,3 a 2,5 cm, pour les extraits de plantes Heniaria hirsuta et Malva sylvestris,

respectivement, Nous pouvons conclure la présence des saponines dans ces extraits.

Ce test définie un indice de mousse Im = 200 pour Herniaria hirsuta et de Im = 146 ,58 pour
la mauve. La méme valeur de I’indice de mousse a été trouvée par Khitri et al. (2016) dans le

cas de la plante Herniaria hirsuta [102].

L’indice de mousse trouvé dans le cas de la mauve confirme également sa richesse en

saponines [94].
IV.5.b.Quantification des saponosides :

La teneur des saponines contenue dans les deux plantes médicinales : Malva sylvestris et
Herniaria hirsuta est donnée par la figure (15) :

37

35 A

34 -

33 A M écart-type

32 ~

M teneur en saponine(mg de
vanilline/ml d'extrait)

31 A

30 ~

teneur en saponine (mg/ml)

29 ~

28 -

27 A

Malva s Herniaria h

Figure 15 : teneur en saponine de Malva sylvestris et Hurniaria hirsuta.

D’aprés les résultats présentés dans la figure, le teneur en saponines du Malva sylvestris
et Herniaria hirusta sont : 34,2 (mg/g) +2,3 et 30,8 (mg/g) £2,84 respectivement.
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Une étude réalisée par Al-Snafi, (2018) a montré que le taux de saponines contenu dans
Herniaria hirsuta est de 12,74 %. Selon le méme auteur I’extrait éthanolique et aqueux de
cette plante représentent des teneurs respectives de 16.2 et 8.4 mg QSE/g d’extrait [67].Ces

résultats sont lIégérement inférieur a la valeur trouvée dans la présente étude.

Selon I’¢étude de Cengiz Sarikurkcu et al. (2017), les saponines dans la mauve se
trouvent a une teneur de 305.31 + 6.87 mg QSE/g dans I’extrait. Ce résultat est largement
superieur au résultat trouvé dans ce travail [103].

IVV.1.6.Dosage de I’acide citrique dans le jus de citron :

La teneur en acide citrique trouvé dans le jus de citron est de 14,792g/l £1,02. D’apres les
études de Kristina et al. (2017) sur le jus de citron et jus de citron vert, les concentrations en
acide citrique trouvees sont 48 g/l et 46 g/l, respectivement [104]. Ces valeurs sont
supérieures au résultat trouvé. Cependant, Agbota. (2017) a trouvé une valeur moyenne de
16 g/l d’acide citrique dans le jus. Valeurs proche de la valeur trouvee [83].

Iv.7.Dosage des composes phenoliques :
IV.7.1.Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols sont des composé€s ubiquistes, ils attirent I’attention depuis quelques
années a cause de leurs propriétés antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des
radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles. 1ls sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des
propriétés chélatrices [84].

Au cours du dosage des polyphénols, aprées 1’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une
couleur bleue est apparue, ce qui confirme la présence des polyphénols dans les extraits de :
Malva sylvestris , Herniaria hirsuta et dans le jus de citron pur.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux obtenus pour les extraits éthanoliques des
deux plantes et du jus de citron pur, (exprimés en mg EAG/ml d’extrait), sont présentés dans
la figure (16).
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Figure 16 : Teneur en polyphénols de Malva sylvestris, Herniaria hirsuta et de jus de citron.

D’apreés la figure ci-dessus, on constate que le taux le plus élevé de polyphénols se trouve
dans I’extrait de Malva sylvestris avec un taux (27,13mg EAG/ml d’extrait +2,82) suivis
d’Herniaria hirsuta et de jus de citron pur avec des teneurs de 20,21 EAG/ml d’extrait +2,34
et 12,76 EAG/ml d’extrait £2,15, respectivement.

Les résultats obtenus pour I’extrait de Malva sylvestris ont été confirmé par Beghdad et
al, (2014) en donnant une teneur de (24.123+0.718 mg EAG/g d’extrait des feuilles) en
utilisant 1’éthanol a 96% comme solvant par la méthode de macération [55]. D’apres I’étude
d’Al-Snafi, (2018), la concentration d’Herniaria hirsuta en polyphénols est de 28,2 mg
EAG/g dans ’extrait éthanolique et de 22,4 mg EAG/g dans I’extrait aqueux [67].

La teneur en PPT des jus de pamplemousse (rouge) et (blanc) est de 8,26+1,2 et 5,62+0,5

mg EAG/ml respectivement Tsai et al, (2007) sont Iégérement inférieurs a nos résultats
(12,76 +2,15mg EAG/mI MF ou bien 12 ,76 +2,15 mg EAG/ g de MS) [105].

Selon Tounsi et al, (2010) les teneurs en PPT dans le jus des différents agrumes sont de :
784.67 pour I’orange amer ; 333 pour le citron; 255 pour la sanguine ; et 106.22 mg/I pour la
mandarine) [106].
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D’aprés Balasundram et al, (2005) et Li et al, (2006) les différences observés entres les
résultats trouvés et ceux des différents travaux peuvent étre liées a la méthode d’extraction, la
saison, les conditions de I’environnement, le degré de maturation des fruits, le réactif adopté
pour le dosage ou également au standard. Les composés phénoliques subissent une réaction
redox complexe avec le réactif de Folin-Ciocalteu [107,108].

1VV.7.2.Flavonoides :

Les flavonoides sont des molécules tres importantes en phytothérapie qui proviennent du
meétabolisme végétal, on les retrouve dans les différentes parties de la plante.

Les teneurs en flavonoides obtenues a partir des extraits éthanoliques des feuilles de
Malva sylvestris, Herniaria hirsuta et de jus de citron pur sont présentées dans la figure (17).

12

10

(o]

M écart-type

H Concentration (mg EQ/ml
d’extrait)

Concentration (mg EQ/ml d’extrait)
S

o

Malva sylvestris Herniaria hirusta Jus de citron pur

Figure 17 : Teneur en flavonoides de Malva sylvestris , Herniaria hirsuta et de jus de citron.

D’aprés ces résultats, 1’extrait de Malva sylvestris montre la plus grande concentration en
flavonoides (8,42 + 1,86 mg EQ /ml d’extrait), suivie de I’extrait d’Herniaria hirsuta avec
une concentration de (4,8 + 2,09 mg EQ/ml d’extrait). Par ailleurs une teneur de (4,65 + 2,24

mg EQ/mI d’extrait) est déterminée dans le jus de citron pur.
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D’apreés 1’étude d’Al-Snafi, (2018), la concentration d’Herniaria hirsuta en flavonoides
est de 4,8 mg EQ/g dans I’extrait éthanolique et de 3.7 mg EQ/g dans I’extrait aqueux, ce qui
est proche aux résultats obtenus [67].

Beghdad et al (2014) ont trouvés, pour les feuilles de Malva sylvestris, une teneur de
5.694+0.017 mg équivalent de rutine / g d’extrait en utilisant comme 1’éthanol 96% comme
solvant [55]. Tounsi et al. (2010) ont noté que les flavonoides dans les jus de la mandarine et
de citron constituaient les groupes le plus élevé 85,33 : 82.01 mg EC.L™, respectivement
[106].

IVV.7.3. Etude du pouvoir anti-radicalaire (DPPH) :

La figure suivante donne les résultats de 1’activité anti-radicalaire pour les trois extraits

étudiés.

80
" /.
60

50 -

40 — =@=— citron

== mauve
30

herniaria
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Pourcentage d'hinibition(%)

O '.V T T T T T 1
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Concentration (mg/ml)

Figure 18 : Activité anti-radiculaire de citron, Malva sylvestris et Herniaria hirsuta.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en

fonction des concentrations des extraits.

D’aprés les résultats de la figure (18), on remarque que tous les extraits des plantes ont
exhibés des effets contre le radical DPPH. En effet, I’extrait éthanolique de Malva silvestris

montre I’activité la plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 69,846%=1,09 & une
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concentration de 100 mg/ml, suivi de jus de citron et de I’extrait d’Herniaria hirsuta avec des
pourcentages respectifs de 57,406% 0,48 et 42,321%=0,6 a une concentration de100 mg/ml

aussi.

Des études réalisées par Baghdad et al. (2014), sur la mauve, ont montré que la pouvoir
anti-radicalaire est situé entre 98,52% et 62,01%. Dans le cas du jus de citron [55], Haddad
& Bouzid (2016), ont donné un pourcentage d’inhibition de 50,83% [92]. Borhane et al.
(2015) ont trouvé une valeur de 729+50 ug/ml dans le cas d’Herniaria hirsuta, ce qui est
largement inférieur & notre résultat [109].

La valeur 1Csq est définie comme étant la concentration d’extrait pour laquelle 1’absorbance a
517 nm est égale a 0,5%A,. Autrement dit, plus la valeur d’I1Csg est faible plus ’activité anti-
oxydante est élevée. Le logiciel OriginPro 8.5 SR1 a été utilisé afin de déterminer avec plus
d’exactitude les valeurs d’ICsp pour 1’extrait de Malva sylvestris et de jus de citron, dont les

valeurs sont rapportées par le Tableau 4.

Beghdad, (2017) et Yoon J,(2009) ont signalé qu’ une activite anti-oxydante trés
significative a été obtenue avec des valeurs d’1Cso de 3,10 mg/ml et de 3,18 mg/ml pour
I’extrait de M. sylvestris et le jus de citron, respectivement. Cette activité est presque la méme
a celle calculée dans la présente étude pour I’extrait de la mauve (3,115 mg/ml) et pour le jus
de citron (3,125mg/ml) [55,110].

Tableau 4 : Les valeurs des I1Cs des extraits de M.sylvestris et L.citrus.

Nature de Extrait de Ju de
Pextrait M .sylvestris citron
1Cso (mg/ml) 3,115 3,125
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1V.2. Etude de ’effet dissolvant des calculs biliaires par les extraits végétaux :

L’effet dissolvant des calculs biliaires par les trois extraits de plantes (citron, Herniaria et
la mauve) a été étudié in vitro.

IVV.2.1. Dissolution des calculs biliaires dans le cas ou I’agitation n’est pas assurée

Le tableau 5 et la figure 19 montrent 1’évolution du taux de dissolution (pourcentage de la

perte de poids) des calculs biliaires (dans le cas sans agitation) en présence de jus de citron et

des extraits aqueux des deux plantes : Herniaria hirsuta et Malva sylvestris.

Tableau 5: la perte de poids (en %) des calculs biliaires a la fin de I’expérience (le cas sans

agitation).

L’extrait

Jus de citron

Herniaria hirsuta

Malva sylvestris

A(%)

70,96+ 4,2

68,17+ 11,73

57,69+ 3

80

70

60

i
7/

50

40

A(%)

== A%(citron)
= A%(H H)

30

A%(M S)

20

10

3 . 4
t(semaines)

Figure 19: Taux de dissolution des calculs biliaires en fonction de temps (sans agitation).

Page 38




Chapitre IV Résultats et discussions

D’aprés la figure (19), et pour les trois extraits étudiés, sans agitation, on remarque une

progression de taux de dissolution des calculs dans les milieux expérimentaux.

Au cours de la premiére semaine, le taux de dissolution était faible pour Herinaria hirsuta et
Malva sylvestris. Pour le jus citron la dissolution était inexistante. A partir de la deuxieme
semaine, le taux de dissolution a augmenté jusqu’a atteindre les valeurs mentionnées dans le
tableau (5) a la fin de la septieme semaine. D’aprés les résultats trouvés, le jus de citron
(70,96) a un effet plus important par rapport aux autres extraits de plantes (la mauve et

Hernaria hirsuta).
VI1.2. Etude de ’effet dissolvant dans le cas de I’agitation:

Les valeurs du taux de dissolution des calculs biliaires dans le jus de citron et les deux
extraits, dans le cas ou I’agitation du milieu réactionnel est assurée, sont représentées par le

tableau et la figure ci-apres:

Tableau 6 .Taux de dissolution des calculs biliaires a la fin de I’expérience (cas de
I’agitation).

L’extrait Jus de citron Herniaria hirsuta Malva sylvestris
A(%) 100+4,02 86,87+5,14 82,66+7,84
120
100
80 -
3} / == A%(citron)
60 - A%(H H)

,/// A%(M S)
40 //./
20 =

Figure20 : Taux de dissolution des calculs biliaires en fonction du temps (Cas de I’agitation).
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D’aprés les résultats trouvés I’agitation (réalisée a 1’aide d’un barreau magnétique a
400rpm) a un effet sur la dissolution des calculs biliaires in vitro. Dans le cas du jus de citron
une dissolution de 100% a été atteinte aprés environ 5 semaines de contact du calcul avec le
jus. La dissolution des calculs dans les deux autres extraits été importante dans le cas de

I’extrait d’ Herniaria hirsuta.

Un résultat similaire (dissolution a 100%) a été trouvé par Chekroune et Benamara (2017) en
étudiant la dissolution du méme type des calculs dans une émulsion a base de jus de citron.
Selon les mémes auteurs des dissolutions de 26% et 72% ont été enregistré dans le cas du jus

de citron et ’extrait d’Herniaria hirsuta, respectivement apres 13 jours d’immersion [5].

La dissolution observée dans le cas du jus de citron peut étre expliqué par la richesse de ce
dernier en acide citriqgue. Dans le cas des extraits de plantes médicinales étudiees, cette
dissolution est expliquée par la richesse de ces derniers en saponines [71, 94, 103, 102].
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Conclusion :

La plupart des espéces vegeétales possedent des vertus thérapeutiques, car elles

contiennent des principes actifs qui agissent directement sur 1’organisme.

Le présent travail élabore un test de dissolution, in vitro, des calculs biliaires en
présence de jus de citron et des extraits aqueux de deux plantes : Malva sylvestris.L et
Herniaria hirusta L. Il permet d’étudier la solubilisation de ces calculs dans les extraits

aqueux de ces deux plantes et le jus de citron.

Suite aux resultats trouves, la dissolution des calculs biliaires sous agitation était plus
rapide, elle était totale avec le jus de citron, et importante pour les extraits aqueux des deux
plantes : 86,87% pour Herniaria hirusta et 82,66 % pour la mauve. Par contre la dissolution
des calculs biliaires sans agitation, n’a pas atteint une dissolution compléte. En effet le jus de
citron présente un effet de dissolution significatif de 70,96 % sur les calculs biliaires grace a
leur teneur élevé en acide citrique qu’est le principe actif de la dissolution , suivis par
Herniaria hirusta .L et Malva sylvestris avec un pourcentage de dissolution de 68,17 % et
57,69 % respectivement. Cet effet est di a des taux élevés en saponines dans les deux plantes

médicinales utilisées dans la présente étude.

Plusieurs études expérimentales, in vitro, ont démontré I’effet de diverse plantes
médicinales sur la lithiase rénale, par contre dans le cas de la lithiase biliaire 1’utilisation des

plantes médicinales et leurs extraits pour traiter cette maladie, a fait 1’objet de peu d’études.

En perspectives, diverses études peuvent étre proposées pour compléter ce travail, a
savoir :
*Refaire les essais sur d’autres types des calculs biliaires.
* Faire une étude in vivo sur des patients lithiasiques par I’administration des extraits aqueux
de ces plantes.
*Travailler avec des doses différentes que celle de notre travail (> 20 g/l) et des durees
différentes plus prolongée.
*Travailler sur des plantes du méme genre  récoltées par des différentes aires

biogéographiques d’Algérie.

* Doser les autres ¢léments chimiques et organiques des tisanes d’infusion, avec une

meilleure caracterisation physique, chimique et biologique des calculs testés.
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Appareillages :

Annexe 1 :

Etuve
de type

Venticell
FSNV/5072/16

PH- métre
De type

METTLER TOLEDO

Four a moufle

De type Wise Therm

Spectrométre

De type OPTIZEN 3220
uv
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Balance analytique
De type

OHAUS

Vortex
de type

Nahita 681/5

Matériels de laboratoire :

= Etuve (venticell).

= Balance de précision(OHAUS adventurer).

= Plaque chauffante.

= Plaque agitatrice.

» PH-meétre (METTLER TOLEDO).
= Four a moufle (Wise Therm).
= Vortex (Nahita)

= Micropipette .

= Bareau magnetique.

= Papier filter.

= Bécher.

= Erlenmeyer.

= Entonnoir.

= Burette.

=  Tubes a éssai .

= epindophe
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Annexe 2 :
Préparation des réactifs :
Manipulations Réactifs Préparations
-Acidité titrable+Acide citrique | -NaOH(0,1N) -4g d’hydroxide de sodium+1L

-Phénolphtaléine

d’eau distillée.
-0,1g de phénolphtaléine +60ml
d’éthanol .compléter jusqu'a

100ml avec 1’eau distillée

-Dosage des polyphénols totaux

-Folin-Ciocalteu (1 /2)

-Carbonate de sodium (20%)

-Iml de Folin +9ml d’eau
distillée
-20g de NaCo3+100 ml d’eau

distillée

-Acide gallique -0,2 mg d’acide gallique + 1 ml
d’éthanol

-Flavonoides -Chlorure d’aluminium (2%) -2g de chlorure +100 ml
d’éthanol

-Quercitine -Img de quercitine+ 10 ml
d’éthanol

-Activité anti-radicalaire -DPPH -0,012g de DPPH+100ml
d’éthanol

-Saponines

-Liebermann-Burchards(LB)

-vanilline

-(1:5)d’acide acétique et acide
sulfurique.

-0,01 mg de vanilline + 1 ml de

propanol
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Annexe 3 :
Les courbes d’étalonnages :
Chart Title
@ Seriesl ——Linear (Seriesl)

y =0.0047x + 0.0133

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Acide galique pg/ml

Abserbance 765 nm

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (ug/ml) pour le dosage des phénols

totaux.

1.4 4

12 | y =0.0289x + 0.0218

R*=0.999

Absorbance 430 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Quercétine (ug/ml)

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la quercitrine (pug/ml).

Chart Title

0.8 y = 3.0857x
0.6 / .
0.4 ¢ Seriesl
0.2 /

0 T T T T T T 1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Vanilline mg/ml

Linear (Series1)

Abserbance a 580nm

Figure24 : Courbe d’étalonnage de la vanilline (mg/ml) pour le dosage des saponines.
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Annexe 4 :

Malva sylvestris et Herniaria hirsuta sous
forme d’une poudre.

Les résidus de nos échantillons aprés
incinération.

La mesure de PH des tisanes.

La mesure de I’acidité des tisanes par titrage
volumétrique.

L’extraction éthanoique de Malva sylvestris
et Herniaria hirsuta.

La préparation des tisanes et la mise en test de
dissolution sous agitation magnétique.
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Annexe 5:
Définitions :
Les flavonoides :

1.2.2. Les flavonoides : Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B)
reliés entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) (Figure ). lls
donnent des couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les flavonoides se
divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones, aurones. Ces
composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'esta-dire liée a des

oses et autres substances [113].

Figure 25 : Structure de base d’un flavonoide [113].
Les saponines :

Les saponosides sont des substances dont la particularité est de mousser avec 1’eau. Ces
substances, IEgUrement caustiques et irritantes, probablement toxiques, rendent les plantes
qui en contiennent tout O fait immangeables. Plusieurs drogues O saponosides sont utilisEes
par I’industriec pharmaceutique pour 1’obtention de formes galEnique, d’autres ont des

applications en phytothérapie.
L’acide citrique :

L’acide citrique(acide 2-hydroxy-1,2,3-propanetricar-boxylique) est un acide tricarboxylique
faible qui est naturellement concentré en agrumes, il est fréquemment utilisé comme additif
alimentaire pour acidité et gout acidulé des aliments et des boissons. Parmi les fruits, I’acide

citrique est le plus concentré dans les citrons et les limes.



Résumé

Résumé :

Dans cette étude, I’effet de dissolution des calculs biliaires par le jus de citron pur et des extraits
aqueux de deux plantes & savoir Herniaria Hirsuta L. et Malva Sylvetris L. a été étudié, in vitro. Ce
travail s’est basé sur 1’étude de 18 calculs biliaires de patients algériens pesés de 0,1755 a 0,5661 g
de type cholestéroliques qui ont été mis en contact avec le jus de citron pur et les extraits aqueux de
deux plantes avec ou sans agitations continue. Différents dosages ont été effectués pour les extraits
végétaux: le pH ,I’humidité et taux de cendre, la teneur en :polyphénols, flavonoides et I’activité anti-
radicalaire de jus de citron et des extraits de dissolution , la caractérisation et la quantification de
saponosides dans les extraits aqueux de ces deux plantes et 1’acide citrique dans le jus de citron pur.
Le taux de dissolution des calculs biliaires est évalué en mesurant le pourcentage de la perte de poids.
Les résultats obtenus ont montré que les deux plantes médicinales et le citron contiennent des
polyphénols, des flavonoides, et se caractérisent par une importante activité anti-radicalaire. Les
principes actifs responsables de la dissolution des calculs biliaires sont: les saponines dans le cas des
deux plantes médicinales et ’acide citrique pour le citron.Le test de dissolution in vitro montre que le
citron a un effet dissolvant plus important que celui d’Herniaria hirusta et Malva sylvestris.

Mots clés : lithiase, calculs biliaires , Citrus limon, Herniaria hirusta , Malva sylvestris,
dissolution in vitro, saponoside, acide citrique .

Abstract :

In this study, the effect was evaluated in vitro of pure lemon juice and aqueous extracts of two
plants namely : Herniaria Hirusta L. et Malva Sylvetris L. prepared by infusion on the dissolution of
gallstones. Our work is based on 18 gallstones of Algerian patients weighed 0.1755 to 0.5661 g of
cholesterolic type that have been in contact with pure lemon juice and aqueous extracts of two plants
with or without continuous agitations ,after which various assays were: the weight of the stones and
the dissolution rate, , pH, humidity and ash rate , the content of: polyphenols, flavonoids and
antiradicular activity of lemon juice and the aqueous extracts of these two plants , and the
characterization of the contents of saponosides the aqueous extracts of these two plants ,and citric acid
in pure lemon juice. The results indicate that both medicinal plants and lemon contain polyphenols,
flavonoids and are characterized by significant antiradicular activity. The active ingredients found in
these used plants are responsible for the dissolution of gallstones: saponin for both medicinal plants
and citric acid for lemon.The in vitro dissolution test shows that lemon has a greater dissolution effect
than that of Herniaria hirusta and Malva sylvestris.

Key words: cholelithiasis, gallstones, Citrus limon (lemon), Herniaria hirusta, Malva sylvestris,
in vitro, saponoside, citric acid.
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