Al ddal el 4y 34 5all 4 sqanl

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET
POPULAIRE

Lfela.“ n"'_\;g.“j gf“.:.“ ‘aglaﬁ."l 31

MINISTERE DE I’ENSEIGENEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantine didaid 5 ) giie 5 AY) daala

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie 3lall g daplall o gle 408

A sl Al s ol gl 5 & gl oLl

Département de Biochimie et Biologie Cellulaire et Moléculaire
Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Science de la Nature et de la Vie
Filiére : Science Biologiques
Spécialité : Biochimie

Intitulé :

Activités antioxydante, enzymatique et antibactérienne de quelques

plantes m¢édicinales algérienne

Présenté par: GUENICHE ROUFAIDA

HAMAMA ROUFAIDA
Jury d’évaluation :
Présidentdu jury : Mme Bennamoun Leila (Maitre de conférences B, UFM- Constantinel)
Examinateur : Mme Djaalab-Mansour Hadria (Maitre de conférence A, UFM- Constantinel
Encadreur : Mme Riachi-Kahlouche Foulla (Maitre de conférence A, UFM- Constantinel)

Anneée universitaire : 2020-2021




Remerciements

Au terme de ce travail, on a ’honneur de présenter nos profonds
remerciements :

Au bon Dieu tout puissant de nous avoir donné la force et la volonté
pour réaliser notre travail.

Nous saisissons cette opportunité pour remercier profondément nos
chers parents

Pour leur contribution, leur soutien moral et matériel inestimable et
leur patience.

Ainsi nous tenons @ remercier vivement notre encadreur Mme
Kahlouche-Riachi Foulla pour la réalisation de ce travail.

On exprime toute notre reconnaissance a Dr : BENNAMOUN LEILA
maitre de conférences B, pour avoir bien voulu accepter de présider le
jury de mémoire. On lui présente toutes notre gratitude,
reconnaissance, respect et grande estime.

Notre gratitude va également a celle qui nous a fait I'honneur de
juger ce travail, Mme Djaalab-Mansour Hadria maitre de
conférences A.

Nos remerciements s’adressent également au gérant de Centre De
Recherche en Biotechnologie(CRBT) et son équipe, et toute ['équipe
d’information qui ont contribué a notre formation ; qu’ils retrouvent a
travers ces lignes 'expression de nos grandes reconnaissances.

Enfin, toute notre gratitude et respect a tous ceux qui ont participé de
pres ou de loin a la réalisation de ce travail.



DEDICACES

Je dédie ce modeste travail :

A La source de la tendresse et de I’'amour. A Celle qui a su étre a nos cotés dans
la joie et la Peine. A la plus merveilleuse des mamans, a celle que j’aime et
1’adore maman, que dieu te garde pour nous ;

A mon cher pere qui est la clé de ma réussite et de mon existence ; qui m’a
beaucoup soutenu et encouragé durant mon parcours d’étude.

A mon Fréere Chouaib et ma petite adorable Assia Haoua
A mes grands-parents qui sont disparu trop tot.
A ma chére tante Mama Aicha, et son fils Mami.
A mes cousins et cousines, plus particulierement Boutheina et son fils Mirou.

A mon bindme Roufaida qui a partagée avec moi les moments les plus difliciles
de ce Travail et a sa famille.

A toutes mes amis en particulier : Madina, Mayar, LLamis, Dounia et Hadjer et
collegues que je n’a1 pas cité et a tous ceux qui me connaissent.

A tous ceux qui me sont chers.

A toute personne qui m’a aidé de prés ou de loin a I’élaboration de ce travail, je
les remercie du fond du ceeur.

ROUFAIDA GUENICHE



DEDICACE

Je dédie ce modeste travail :

A ma trés chere mere, qui a ceuvreé pour ma réussite, de par son amour, son
soutien, pour toute son assistance et sa présence dans ma vie, a celle que j’aime
et ;’adore maman, que dieu te garde pour nous ;

A mon pere qui m’a encouragé durant toutes mes années d’études que dieu le
protege et lui donne tout le bonheur du monde.

A mes fréres Hocine Idris Diaa Eddine et Nibrass et a ma chére sceur
Bessmala.

« Unremerciement particulier 4 mon mari Fares et a mon prochain Bébé
mnshaa’ Allah ».

A mon bindme Roufaida qui a partagée avec moi les moments les plus difliciles
de ce Travail et a sa famille.

A toutes mes amis en particulier : Madina, Mayar, LLamis, Dounia et collegues
que je n’ai pas cité et a tous ceux qui me connaissent.

A tous ceux qui me sont chers

A toute personne qui m’a aidé de prés ou de loin a I’élaboration de ce
Travail, je les remercie du fond du coeur.

ROUFAIDA HAMAMA



Résumé

Ce travail est une contribution a I’évaluation de I’activité antioxydante, I’activité enzymatique
et activité antibactérienne des extraits obtenus a partir de deux plantes qui ont une grande

valeur pharmaceutique, leMarrubium vulgare et [’Artemisia herba alba.

L’activité antioxydante est réalisée en utilisant quatre méthodes a savoir, le piégeage du
radical DPPH, le piégeage du radical-cation ABTS, le test du pouvoir réducteur FRAP et le
test du phénantroline. 1.’étude de la teneur enpolyphénols et en flavonoides de ces extraits a
montré une richesse en polyphénol et en flavonoide des extraits d’Artemisia herba alba.
[’activité anti radicalaire du DPPH a montré que [’Artemisia Herba Alba a manifesté une
activité anti radicalaire au DPPH (IC50=88,76+1,78 pg/ml) supérieure a celle de 'extrait du
Marrubium Vulgare 1IC50 (Z200ug/ml), et trés inférieure a celle du standard Trolox
(IC50=5.1240.21pug/ml). Le test ABTS a montré que la capacité de piégeage des radicaux
libres présentée par ['Artemisia Herba Alba (IC50=30,10+0,61ug/ml) est tres faibles par
rapport au standard (IC50=3.21+0.06pg/ml) et supérieure a celle du Marrubium Vulgare
(IC50=96,69+0,20ug/ml). les résultats du test du FRAP ont monté que les extraits du
Marrubium Vulgare et d’Artemisia Herba Alba ont une activité de pouvoir réducteur tres
faible (Aoso supérieures a 200u/ml) par rapport a celle du standard (Trolox)
(A0,50=5.25+0.20ug/ml). Les résultats obtenus parle test du phénantroline ont montré que les
deux extraits se sont révélés capables de réduire le fer et de former un complexeFe'?-
phénantroline mais Dextrait d’Artemisia Herba Alba a une activité de réduction par la

formation du complexe Fe**-phénantroline.

L’étude de D'activité enzymatique a montré que les deux extraits ne posseédent pas une

activité inhibitrice d’acétylcholinestérase.

Pour I'activité antibactérienne, U'extrait d Artemisia Herba Albane marque aucune activité
sur les bactéries E. coli et P. aeruginosa, par contre sur la bactérie S. aureus montre une
faible activité antibactérienne. Alors que Uextrait de Marrubium Vulgare montre une faible

activité sur les bactéries E. coli et S. aureus, la bactérie P. aeruginosa ne marque aucune effet.

Mots clés : Marrubium vulgare, Artemisia herba alba, antioxydante, antibactérienne,

enzymatique, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus.



Abstract

This work 15 a contribution to the evaluation of the antioxidant activity, enzymatic activity
and antibacterial activity of extracts obtained from two plants that have great pharmaceutical

value, Marrubium vulgare and Artemisia herba alba.

Antioxidant activity 1s carried out using four methods namely, DPPH radical entrapment,
ABTS radical-cation trapping, FRAP reducing power test and phenantroline test. The study of
the polyphenol and flavonoid content of these extracts showed a richness in polyphenol and
flavonoid of Artemisia herbaalbaextracts. The anti-radical activity of DPPH showed
that Artemisia Herba Alba showed anti-radical activity at DPPH (CI50=88.76+1.78 pg/ml)
higher than that of Marrubium Vulgare extract IC50 (>200pg/ml), and much lower than that
of the Trolox standard (CI50=5.12+0.21pg/ml). The ABTS test showed that the free radical
scavenging capacity presented by Artemisia Herba Alba (CI50=30.10+0.61pg/ml) 1s very low
compared to standard (CI50=3.21+0.06 pg/ml) and higher than  that
of MarrubiumVulgare (C150=96.69+0.20pg/ml). The results of the FRAP test have
shown that the extracts of Marrubium Vulgare and Artemisia Herba Alba have a very low
reducing power activity (Agsogreater than 200pw/'ml) compared to that of the
standard(Trolox)(Aoso= 35.25+£0.20pg/ml). The results obtained by the phenantroline test
showed that both extracts are found to be able to reduce iron and form a Fe'*
phenantrolinecomplex but Arfemisia Herba Alba extract has areduction activity by the

formation of the Fe '*phenantrolinecomplex.

The study of enzyme activity showed that both extracts do not possess acetylcholinesterase

inhibitory activity.

For antibacterial activity, Artemisia Herba Albaextract does not mark any activity on E. coli
and P. aeruginosa bacteria; on the other hand, on S. aureus bacteria it shows low antibacterial
activity. While Marrubium Vulgare extract shows low activity on E. coliand S. aureus

bacteria, and on P. aeruginosa bacteria shows no effect.

Kevwords: Marrubium vulgare, Artemisia herba alba, antioxidant, antibacterial, enzymatic,

E. coli, P. aeruginosa, S. aureus.
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction

I’usage de la médecine traditionnelle est trés répandu en Afrique. Les plantes médicinales
ont toujours eu une place mportante dans l'arsenal thérapeutique de I'humanité. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 65 4 80 % de la population dans les pays
en développement, dépendent essenticllement des plantes médicinales traditionnelles pour

leurs soins de santé primaire (OMS, 2002).

Le stress oxydatif est impliqué dans un large spectre de maladies qui ont un impact énorme
sur la santé des populations. Le métabolisme aérobie chez les mammiféres génére des
substances appelées especes réactives de 'oxygéne (ERO) qui sont impliquées dans des p
C’est en ce sens que D’étude de Pactivité antioxydante des plantes est aujourd’hui devenue
importante, car on peut retrouver dans les végétaux de puissants antioxydants processus

physiologiques (Favier, 2003).

Les plantes produisent également des composés organiques ayant une activité
antimicrobienne. Ces composés présentent un intérét parce que la résistance aux antibiotiques
est devenue un probléme de santé publique dans le monde entier notamment en termes de

maladies d’origine alimentaire et les infections nosocomiales (Anderson et al., 2001).

Cependant, du fait d’une utilisation anarchique, inadéquate et abusive des antibiotiques en
santé humaine et vétérnaire, on assiste aujourd’hui a I’émergence de bactéries multi
résistantes (Savard P. Y. 2003). De nombreux cas de multi-résistance ont été rapportés pour
la céte d’lvowre et d’autres pays d’Afrique subsaharienne. (Akinyemi ke al, 2005),
(Guessennd N., et al, 2009).

Dans le cadre de notre étude nous nous sommes intéressés a deux plantes médicinales

algériennes tres répandue en Algérie et largement utilisée en médecine traditionnelle.

L’Armoise blanche (Artemisia herba alba) et le Marrube blanc (Marrubium vulgare) sont
largement utilisés dans le bassin méditerranéen pour leurs nombreuses vertus thérapeutiques

(contre le diabéte, les infections des voies respiratoires et les troubles de la sécrétion bilaire.



INTRODUCTION GENERALE

Notre travail se scinde en trois parties :

.
0’0

N/
0’0

La premiére partie consacrée a une revue bibliographique et aux donné nouvelles sur

notre sujet de recherche ;

La deuxiéme partie, nous nous sommes focalisés sur le matériel et les méthodes
utilisées dans notre travail. Notamment, les méthodes utilisées pour le criblage
photochimique, 1’extraction, le dosage colorimétrique (des polyphénols et les

flavonoides), les activités antioxydants et ’activité antibactérienne ;

La troisieme partie, nous donnons tous les résultats et la discussion de chaque
expérimentation de notre travail. Et nous terminons par une conclusion et des

perspectives.
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Partie | : Ftude Bibliographique

1. Monographie des plantes

1.1  Artemisia herba alba (Armoise blanche)
1.1.1 Caractéristiques

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

C’est une plante essenticllement fourragére, trés appréciée par le bétall comme paturage
d’hiver. Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un golt amer d’ou son

caractere astringent.

La floraison de cette espece débute le plus souvent en juin mais les fleurs se développent

essentiellement a la fin de 1'éteé.

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféovlqumic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les

acétylenes (Kundan et Anupam., 2010).

Tableaux N°01 : Nomenclature d’ Ariemisia herba-alba

Nom Scientifique Artemisia herba-alba
Famille Astéracées

Nom Commun " Armoise blanche
Nom Local el




1.1.2  Origine

L Artemisia est le nom de guerre des armoises, 1l provient de celui de la déesse grecque de

la chasse Artémis, la diane des romains, patronne des vierges a cause des bienfaits de cette

herbe. Herba alba signifie herbe blanche.

Plusieurs noms sont attribués a ’armoise blanche tel le thym des steppes, absinthe du désert.

En Afrique du nord et en moyen orient, on I’appelle communément « Shih » ou « Chih ».

1.1.3 Taxonomie et classification

Le genre Artemisia comporte plus de 200 especes. L Artemisia herba-alba fait partie de la
famille des composées provenant de 1’‘embranchement de phanérogames. C'est une famulle
qui compte plus de 1000 genres et 1500 especes. (Deysson ,1967). Selon(Quezel et Santa

1963), I'armoise blanche est classée comme suit :

Tableau N°02 : Classification de la plante Artemisia herba-alba

Embranchement Phanerogames

Sous embranchement Angilospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe (Gamopétales

Ordre Astérales

Familles Composées

Sous famille Tubilifoidées

Tribu Antimidées

Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba-alba Asso.

1.1.4 Description botanique

L Artemisia herba alba asso est une plante ligneuse sous forme de buissons blancs lamneux de
30 a 80 cm de hauteur ; elle pousse généralement en touffes de tailles réduites fragmentées

par le piétinement des animaux et 1’action érosive du vent (Aidoud A., 1983.).

=



La tige porte des expansions latérales des rameaux et des feuilles. Les feuilles sont de taille
trés réduite de 3 a 5 folioles par feuille, elles sont blanches, laineuses, courtes et pubescentes
(Aidoud A., 1983). Les fleurs sont jaunes, groupées en capitules ; le fruit ne contient qu’une
seule graine. Les racines sont trés épaisses, laineuses, trés enfoncées et tiennent solidement au

sol.

racine
/

A :Tiges ; B : Feuilles ; C : Parties Racines ; D : Fleurs ; E : Partie Aérienne

Figure N°01 : Armoise blanche et ses différentes parties (Bekaa ,2009 ; Trudel, 2016 ;
Anonyme, 2019).

1.1.5 Compeosition chimique

Au Maghreb, 1'Artemisia herba-alba constitue un fourrage particulicrement intéressant. En
effet, la plante présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé malgré que son aspect
extérieur indique 1'inverse (17 a 33%). La matiére séche (MS) apporte entre 6 et 11% de
matiére protéique brute dont 72% est constituée d’acides aminés. l.e taux de caroténe varie
entre 1,3 et 7mg/kg selon les saisons (Fenmardji et al., 1974). La valeur énergétique de
I'armoise herbe blanche, trés faible en hiver (0,240,4 UF/kg MS), augmente rapidement au
printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été (0,6 UF/kg MS).




En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de croissance et la
valeur énergétique augmente de nouveau (0,8UF/kg MS) (Aidoud, 1989). Les plantes de la
famille des Astéracées, auquel appartient 1°’Artemisia herba-alba, ont fait 1’objet de plusieurs
études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles essentielles. Les
molécules identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines et les hydrocarbures

acétyléniques (Da Silva, 2004).

s Terpénes de I’ Artemisia herba-alba

Les terpénes sont des polymeéres constitués d'unités en C3. Les monoterpénes (en C10) sont
des substances légérement volatiles qui forment les huiles essentielles. Ils protégent les
végétaux contre les parasites, mhibent la croissance bactérienne et attwent les animaux

pollmisateurs (Liittge et al., 1992).

Les principaux monoterpénes identifiés dans 1°Artemisia herba alba sont le thujone
(Monoterpenelactone), le 1,8-cméol et le thymol (Duke, 1992). Des monoterpénes alcooliques

(vomogi alcool, santolinealcool) ont été mis en évidence (Segal, 1980).

On a aussi 1dentifié des sesquiterpenes (3 unités en C5) et des sesquiterpénes lactones dans
plusieurs chémotypes du Moyen-Orient (Segal, 1985). Le thujone est probablement I‘un des
constituants terpéniques les plus bioactifs de 1°Armoise. Son nom provient de Thuya
(Thujaoccidentalis) plante de laquelle 1l a été extrait pour la premiére fois. On I‘identifié
¢galement dans d‘autres especes, comme 1°Absinthe (Artemisia absinthium) et 1°Armoise
romaine (Artemisia pontica). Structurellement lié au menthol, 1l est constitué d‘un eycle en C6
(cyclohexane) avec en plus un groupement exocyclique isopropyl et un groupement lactone.
Lethujone est un composé chiral présent a 1°état naturel sous forme de deux stéréos isomeres :

1*alpha-thujone et le béta-thujone (Patocka et Plucar, 2003).
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< Flavonoides de ’Artemisia herba-alba

Ce sont des composés phénoliques qui contribuent a la pigmentation de la plante.

Trés ubiquitaires, certams d'entre eux jouent le réle de phytoalexines, métabolites synthétisés
par la plante pour lutter contre diverses parasitoses. Les flavonoides sont rencontrés a 1°état

libre (soluble) ou liés a un sucre (glycosides) dans le liquide vacuolaire.

.



La coloration des dérivés dépend des différentes substitutions de 1°atome d*hydrogene sur

divers cycles, de la formation de complexes avec les ions métalliques (Fe3+, Al3+) et du pH
(Liittge et al., 1992). Les principaux flavonoides isolés 4 partir de ' Artemisia herba alba sont

I*hispiduline, la 12 cirsimaritine (Shen et al., 1994).

Des flavones glycosides comme la 3-rutinoside quercétine et 1'isovitexine ont €té nus en

évidence chez des chémotypes du Sinain (Saleh et al., 1985).

1.1.6 Répartition geographique

Artemisia herba-alba est une espece caractéristique des zones arides du bassin méditerranéen
(Salido et al., 2004). En Afrique du Nord, Artemisia herba-alba occupe des immenses
étendues dans les zones arides et semi-arides des pays du Maghreb (Algérie, Maroc et
Tunisie) et s’étend & I’Est vers la Lybie et I'Egypte(Quézel et Santa, 1963 ; Ouyahya, 1987 ;
Le Houerou, 1995 ; Ferchichi, 1997).

En Algérie, Artemisia herba-alba est distribuée dans les zones steppiques sur une bande
longue de 1200 km, allant de la frontiere Tunisienne jusqu’a la frontiere Marocaine, et
constituce des hautes plaines steppiques de 1’Ouest et du Centre, de la cuvette du Hodna et des
hauts plateaux Constantmois. C’est dans le Sud Oranais ou elle est la mieux représentée en
formant un paysage végétal trés monotone (Djebaili et al., 1995). Ses limites vers le Nord
s’étendent jusqu’a la bordure Sud de 1’Atlas tellien Orano-Algérois et le secteur de tell
Constantinois, et au Sud jusqu’a la région steppique présaharienne (piémonts Sud de I'atlas

saharien et plateau saharien Sud).

Elle est présente aussi dans le Hoggar a 'extréme Sud Algérien sur des altitudes allant jusqu’a
2000 m. Des stations d’Artemisia herba-alba var. oranensis Deb. ont été signalées par
Debeaux dans les sahels littoraux du secteur Oranais (Battandieret Trabaut, 1888; Quézel

et Santa, 1963).

1.1.7 Usages de Ia plante

D’apres des éleveurs, cette espéce est souvent préconisée dans 1 ‘alimentation des ovins
comme vermifuge. Elle est aussi utilisée dans la médecine traditionnelle pour faciliter la
digestion, calmer les douleurs abdominales et celles du foie, dans le tratement du diabete et
comme vermifuge (Belakhdar, 1997 ; Baba Aissa, 2000). Les racmes sont efficaces contre

les convulsions (Baba Aissa, 2000).



1.2 Marrubium vulgare (marrube blanc)

1.2.1 Caractéristiques

Le marrube blanc est une plante herbacée, vivace, du genre Marrubium et de la famille des

Lamiaceae.

Les Labiées ou Lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes
dicotylédones herbacées ou légérement ligneuses et comprennent, C’est une famulle tres

importante en Algérie, représentée par 28 genres et 146 espéces.

Le genre Marrubium comporte 97 espéces, parmi lesquelles on peut citer : AL, globosum, M.
peregrinum, M. velutinum, M. parviflorum, M. deserti et M. vulgare. Cette derniere espece est
appartient a l'ordre des Lamiales, qui font partie des Angiospermes (plante a fleurs)

Phanérogames (plante a graines) dicotylédones (Hennebelle et al, 2007).

Tableaux N° 3 : Nomenclature de Marrubium vulgare

Non Scientifique Marrubium vulgare
Famille Lamiacées

Nom Commun Marrube

Nom Local Caa g o

1.2.2 Origine

Les Lamiacées sont surtout des plantes méditerranéennes qui, au Sahara ne se rencontrent
guere que dans la région présaharienne et dans 1’étage supérieur du Hoggar, sauf les trois
especes Marrubium deserti, Salvia aegyptica et Teucrium polium qui sont plus largement

répandues et en particulier, les deux léres especes (Ozenda, 2004).

1.2.3 Taxonomie et classification

Selon Judd et al., (2002) la position systématique de I’espece Marrubium vuigare est

Tableau N°04 : Classification de la plante Marrubium Vulgare

Reégne Végétale
Embranchement Angiosperme
Classe Eudicotylédones

@



Sous-classe Gamopetale.

Ordre Lamiacées

Famille Lamiales

Genre Marrubium

Espeéce Marrubium vulgare L

Les noms donnés 4 la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom Marriouth
(Quezel et Santa, 1963), Merriwt au Maroc (Bellakhdar, 1997), Marroubia en Tunisie
(Boukef, 1986).

1.2.4 Description botanique

Le Marrubium vulgare est un arbuste, d’aspect blanchitre trés rameux, a poils laineux
appliqués, a feuilles petites en coin a la base et portant quelques dents au sommet, fleurs en
petites glomérules 4 l'aisselle des pawes de feuilles, corolle petite par rapport au calice
tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie supérieure en formant autour

du fruit une auréole membraneuse (Ozenda, 2004).

a. Tige ; b. Feuille ; ¢. Racine (partie souterraine) ; d. Fleur ; e. Calice ; f. Graine.

Figure N°02 : La plante Marrubium vulgare (Boullard, 2001).
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1.2.5 Composition chimique

On y trouve des diterpénes amers de la série des furanolabdanes et surtout des composés de
lactones : marrubiine principalement et son précurseur préfuranique, la prémarrubiine, mais

aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol.

Il v a également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de I'apigénine,

mais aussi des lactovlflavones, et quelques dérivés de I’acide ursolique.

En outre 1l y a des tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de I"acide hydroxycinnamique
(Juste a4 7%) (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais absence d’acide
rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantité d’huiles essentielles comportant
différents composés monotérpéniques (mois de 1% : a-pinene, camphene, lomonene) (Wichtl

et Anton, 2003).

1.2.6 Répartition géographique

Selon Judd et al, (2002), la distribution géographique des lamiacées est cosmopolite. Les
Lamiacées sont rencontrées sous tous les climats, a toutes les latitudes. Certains des 200
genres que compte la famille sont quasiment cosmopolites, d’autres ont une distribution plus
restreinte. Rare dans le milieu forestier tropical, les Lamiacées se concentrent dans la région

méditerranéenne (Bruneton, 2001).

Les Lamiacées comprennent environ 2 500 espéces dont 'awe de disposition est
extrémement étendue, elles sont particulierement abondantes dans la région méditerranéenne

(Crété, 1965).

1.2.7 Usage de la plante

Cette plante est traditionnellement utilisée dans le traitement symptomatique de la toux et au
cours des affections bronchiques aigues et bénignes. Elle est considérée comme expectorante
et fluidicatrice des sécrétions bronchiques en cas de toux productive. Elle donne des résultats
satisfaisants dans le cas des bronchites et les mflammations de la gorge, elle pourrait étre
antispasmodique et tonique amer. Sclon les populations anciennes, le Marrube aurait une
action hypoglycémiante (Roman et al, 1992), (Novaes et al, 2001). Cependant, les résultats
d’un essai conduit récemment au Mexique sur 43 sujets diabétiques qui résistaient au
traitement classique révelent que le Marrube n’a pas eu d’effet significatif sur la glycémie

(Herrera et al, 2004). La prudence s’impose tout de méme pour I'heure. Il n’y a pas eu sur le



Marrube d’essais cliniques en double aveugle. Ses usages sont des usages traditionnels bien

¢tablis et des études pharmacologiques sur 1’animal.

2. Phytothérapie

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques: phuton et
therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement"” .La Phytothérapie peut donc se
définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de
plantes ou de préparations a base de plantes (Wichtl M. Anton R, 2003), qu’elles soient
consommeées ou utilisées en voie externe.Depuis1987.la phytothérapie est reconnue a part
enticre par 1’Académie de médecine (Institut Européen des Substances Végétales). 1l est
mmportant de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie qui, quant a elle,
désigne l'ensemble des substances utilisées pour traiter les plantes, a savoir les pesticides,

fongicides, herbicides, ou encore insecticides (Prescrire, 2007).
On distingue deux types de phytothérapies :
» La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptémes d'une affection. Ses
origines peuvent parfois étre trés anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les vertus

découvertes empiriquement (Prescrire, 2007).
» La phytothérapie clinique

C'est une médecine de terrain dans laquelle le malade passe avant 1a maladie. Une approche globale
du patient et de son environnement est nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen

clinique complet (Morceau B, 2003).

L’atout premier de la phytothérapie est 1’exceptionnelle tolérance des plantes médicinales, si elles
sont choisies soigneusement en respectant les indications, contre-indications et en tenant compte des
interactions éventuelles. Cet avantage permet d’éviter les effets secondaires, les problémes de rebond,
de rétrocontroles négatifs et de dépendance s1 fréquemment rencontrés avec les médicaments de

synthése (Institut Européen des Substances Végétales)

De nos jours, la Phytothérapie est basée sur les avancées scientifiques et les recherches des extraits
actifs des plantes. Une fois identifiés ces derniers sont standardisés. Cette pratique conduit aux

phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation de ces derniers est



soumise a l'autorisation de mise sur le marché. On parle alors de Pharmacognosie ou de biologie

pharmaceutique (Monnier C, 2002).

La phytothérapie moderne trouve donc sa justification dans la pharmacognosie, aspect
multidisciplinaire de la connaissance du végétal et de ses propriétés. Enfin 1l est important de préciser
que connaitre une plante, ¢’est aussi étre conscient de ses limites et de ses dangers car la phytothérapie
n'est en aucun cas une technique anodine. Son utilisation thérapeutique nécessite une bonne

connaissance de la matiere médicale (Institut Européen des Substances Végétales).

3. Les plantes médicinales

D’aprés la Xeme édition de la Pharmacopée frangaise, les plantes médicinales "sont des drogues
végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au momns une partic posséde des propriétés
médicamenteuses ». Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages alimentames,

condimentaires ou hygiéniques.

En d’autres termes nous pouvons dire qu’une plante médicinale est une plante dont un des organes,
par exemple la feuille ou 1’Scorce, possede des vertus curatives lorsqu’il est utilisé a un certamn dosage

¢t d"une maniére précise. Au Moyen Age, on parlait de « simples » (Debuigne G.1997).

Dans le Code de la Santé Publique, il n'existe pas de définition 1égale d'une plante médicinale au
sens juridique (Morceau B, 2003). C’est une plante, non mentionnée en tant que médicinale, qui est

en vente libre par les pharmaciens.

On peut distinguer deux types de plantes médicinales : En premier lieu se trouve 'allopathie dans
laquelle les plantes ont une action importante et immédiate. Beaucoup des plantes utilisées dans ce
mode de traitement peuvent s’avérer toxiques. En effet deux tiers des médicaments sur le marché ont
dorigine naturelle, principalement végétale. Puis on différencie les plantes dépourvues d’effet
1atrogéne mais ayant une activité faible. Elles sont utilisées en I'état ou dans des fractions réalisant le

totum de la plante, soit la totalité des constituants (Morceau B, 2003).

La plante, organisme vivant, marques ont identité par des spécificités morphologiques, & I’origine
de la classification botamique, mais aussi biochimiques, liées a des voies de biosynthéses nédites,

représentant 1’ intérét de 'usage des plantes médicmales (Bruneton J, 1987).

4. Mcétabolites des plantes

Les plantes ont développé au cours de I’évolution des substances (qu’on homme ici principes
actifs) avec des fonctions différentes, cela peut étre un moven de défense contre des parasites

ou autres agresseurs (micro-organismes), une technique pour empécher la croissance d’autres
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plantes a proximité et donc lui assurer une bonne nutrition, comme moyen de croissance ou
pour le renouvellement de ’espece.

La concentration en principes actifs d’une plante varie en fonction de I’age du végétal, de la
saison, du climat et de I’environnement en général (sécheresse, pollution, etc.). Cest pourquoi
il est important de bien connaitre le meilleur moment de ’année, et méme du jour (matin,

journée, soir, nuit), pour récolter la plante (Pelt J.-M, 198(.)

4.1. Métabolites primaires

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement mpliqué dans la

croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule.

e l.es glucides, source d’énergie, paroi cellulaire
e [.es lipides, source d’énergie, membranes cellulaires

e [esacides aminés, source primaire de construction des protéines

4.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et

accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes.

On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les

végétaux :

e I.es composes phénoliques.
e les composés terpéniques.

e [.es alcaloides.

Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possédent une treés
large gamme d'activités en biologie humaine. Ils présentent une énorme valeur économique

(en particulier pour l'industrie pharmaceutique et la cosmétique (Aref et Heded, 2015).

4.2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules trés
largement répandues dans le régne vegetal. Sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions

directes au niveau des activités fondamentales de I"organisme végétal, comme la croissance,



ou la reproduction (Yusuf, 2006). Ils possedent un noyau aromatique portant un ou plusieurs

groupements hydroxyles

e . rvlp —
Groupe hydroxyle OH

Anneau
aromatique R

Groupe phénol

Figure N°03 : Structure chimique des composés phénoliques (Manallah, 2012)

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétylcoenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’'une grande diversit¢ de molécules

qui sont spécifiques dune espéce de plante, d’un organe ou d’un tissu particulier (Nkhili,

2009).

Les polyphénols peuvent étre subdivisés en 03 classes principales : les acides phénoliques,

les flavonoides et les tanins.

» Les acides phénoliques

Les acides phénols, ou acides phénoliques, sont rares dans la nature. Ce sont des composés
organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxvle phénolique. Ils
présentent des propriétés biologiques mtéressantes : anti mtlammatoires, antiseptiques

urinaire, anti radicalaires, cholagogues, hépato protecteurs, cholérétiques, immunostimulants

(Bruneton, J, 1999)

Ces composés sont représentés par deux sous-classes: les acides hydroxybenzoiques
(protocatéchique, vanillique, gallique) sont dérivés de I’acide benzoique et ont une formule de
base de type C6-C1 (Macheix et al, 2005). Les acides hydroxy cinnamiques, d'autre part, ont
la structure C6-C3 (acide caféique —térulique-sinapique) et ont une distribution trés large

(Bruneton, 1996).

» Les flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parnmi tous les composés phénoliques.

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils interviennent aussi dans les
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processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes

(Bruneton, 2015). |.e terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes (Stockigt et

al., 2002) et leur nombre ne cesse d’accroitre.

Figure N°04 : Structure d’un flavonoide

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical
ou on leur recomnait des activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires,

antiallergiques, antioxydants et anti-cancéreuses (Meddleton et Kardasnami, 1993).

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui différent par leurs structures

chimiques : flavanols, flavones, flavonols, flavanones, 1soflavones et anthocyanidines (Medic

et al.,2004)
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Figure N°05 : Structure de quelques classes de flavonoides
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» Les tanins

Ils sont d’origine végétale et non azotée, de structure polyphénolique, solubles dans 1’eau,
I’alcool, 1'acétone, peu soluble dans 1’éther, de saveur astringente et ayant la propriété
commune de tanner la peau en la rendant imputrescible et imperméable en se fixant sur les
protéines. Les tanins existent a 1’état de complexe, les tannoides ; certains combinés a des
sucres dénommes tanosides. Les tanins sont répandus dans le régne vegétal surtout certaines
familles. Tous les organes peuvent en fermer : racine, rhizome, écorce, feuille, fleur, fruits,

cynorrhodons, graines, bois (Bruneton, 1999 ; Paris, 1969).

Figure N°06 : Structure des tanins

Il v a deux types de tanins ; les tanins hydrolysables sont les tanins galliques et tanins
ellagiques (les acides sont acide gallique et acide ellagique). Les tanins condensés sont non

hydrolysables ou tanins catéchiques.

# Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, 1ls sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de

celui-ci on distingue : les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris M et Hurabielle.,

1981).
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Figure N°07 : Tanins hydrolysable
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v" Tanins galliques (Gallo tanins)

Ils donnent par I'hydrolyse des oses et de l'acide gallique.
HO

HO

OH
HO

Figure N°08 : Structure de I’acide gallique (Bruneton, 1981)
v Tanins ellagiques (Ellagitanins)

Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique.

Figure N°09 : Structure de I’acide ellagique (Paris et Hurabielle, 1981)

¢ Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeéres flavanolique constitués dunités flavanplus
souvent épicatéchine, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par

I’absence de sucre (Paris et Hurabielle., 1981).

Figure N°10 : Tanins condensés (Paris et Hurabielle., 1981)
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4.2.2. Terpénes

Appelés aussi terpeénes, constituent un vaste groupe de métabolites secondaires, sont des

hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte (Hellal., 2011).

Ils répondent dans la plupart de cas a la formule générale (C5HS) (Seenivasan., 2006) c’est-a-
dire leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'unité

isoprénique a 5 atomes de carbone (Hernandez., 2005).

Figure N°11 : Structure de la molécule d’isoprenes

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes, les organismes
marins, les champignons et méme les animaux, 1ls résultent de l'enchainement de plusieurs

unités isopréniques (Bhats et al, 2005).

Selon le nombre d’unités 1sopréniques qui les constituent, on peut distinguer pour ; n=2 :
les monoterpénes (C10), m= 3 : les sesquiterpenes (C15), n =4 : les diterpénes (C20), n=5:
les sesterpénes (C23), m= 6 : les triterpénes (C30) (Soldermann, 2002).

o200 o0, A

a-znpberene bumulene mamcre arearricne B

Figure N°12 : Structure de quelques sesquiterpénes (Vercauteren J, 2007)

4.2.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale, azotées,
basiques (Zenk et Juenger, 2007). Leur syntheése, se fait au niveau du réticulum

endoplasmique (Guignard et al, 1985). Ils trouvent cependant plusieurs applications
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pharmaceutiques chez I’homme, anti tumoraux (taxol), vasodilatateurs (vincamine) ( Kone,

2009).

Les alcaloides sont généralement classés en :(Kebiliz, 2016).

Alcaloides vrais : Les alcaloides vrais contiennent ordinairement un azote
hétérocyelique dans leurs structures qui dérivent des acides aminés.

Pseudo-alcaloides : Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les
caractéristiques des alcaloides vrais mais ce ne sont pas des dérivés des acides
amingés.

Proto- alcaloides : Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 'atome d'azote
n'est pas inclut dans un systéme hétérocyclique mais forme plutot des groupements

aminés latéraux. 1ls sont biosynthétisés a partir des acides aminés.

Les alcaloides présentent fréquemment de propriétés pharmacologiques marquées et
ont de nombreuses subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systéme
nerveux central, du systéme nerveux autonome et du systeme cardiovasculaire. On

notera aussi l'existence d'antitumoraux, d'antiparasitaires et de curarisants.

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a

alcaloides (Aref et Heded ., 2015).

o~ 91 ¢S

N
Actinidine (-)Nicotine (-)-Anabasine

Figure N°13 : Structure des quelques alcaloides

4.3. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en

particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les

activités antiallergiques, anti-artherogeniques, anti-inflammatoires, hépato protectives,

antimicrobiennes, antivirales, anti carcinogéniques, anti-thrombotiques, cardioprotective et

vaso-dilatoire (Middleton et al, 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions sont attribuces a
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leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la

destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de I"oxygene, ou

décomposition des peroxydes (Pulido et al., 2000 ; Nijveldt et al., 2001).
En effet, les polyphénols font partie de ce que 'on appelle les phytomicronutriments.

Ce sont les antioxydants les plus abondants dans les aliments puisque I’homme en consomme
environ 1 g/jour (Scalbert et Williamson, 2000), soit prés de dix fois plus que de vitamme C
et100 fois plus que de vitamine E ou de caroténoides (Grolier et al., 2001).

Ainsi, les propriétés antioxydants ou anti-inflammatoires des polyphénols participent a la
prévention de diverses pathologies impliquant le stress oxydant et le vieillissement cellulaire,
les maladies cardiovasculaires ou dégénératives, ostéoporose, (Macheix et al.,2005 ; Sarni

Machando et Cheynier, 2006).

4.4. Relations entre métabolisme secondaire et métabolisme primaire

Les jonctions entre métabolisme primaire et secondaire sont nombreuses et parfois
complexes. Les principales sont synthétisées dans le schéma survant qui indique également
I’origine biosynthétique des principales phytohomones. Les étapes enzymatiques les plus

représentatives sont :

e La phénylalanine ammonia lyase (PAL) qui initie la synthése de la plupart des
composés phénoliques a partir d’un acide aminé.

e La chalcone synthase qui initie la synthése des flavonoides a partir du malonyl CoA et
d’un élément phénylpropane.

e La voie mévalonate indépendante de biosynthese de 'isopentényl diphosphate (IPP), a

I’origine de la synthese de plus grande partie des terpenoides.
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Figure N°14 : Relation entre métabolisme secondaire et métabolisme primaire

5. L’activité antibactérienne
5.2. Definition de 'activité antibactérienne

'activité antibiotique correspondant a activité d'une molécule ou composé présent au sein
d'un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d'une bactérie ou la tue.
La sensibilité d'une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de l'antibactérien. Face a
un antibactérien donné, la sensibilité d'une bactérie peut étre trés différent selon la souche

d'appartenance (Nicolas et Daniel, 1998).

5.3. Rappel sur les bactéries

o Généralités
Les plantes médicinales utilisent les principes actifs comme un moyen de défense naturel pour
lutter contre les microorganismes indésirables. (Aggarwal 2009) note que plus de 64 plantes
sont dotées d’activités antibactériennes trés importantes. Les agents antimicrobiens d'origine

végétale peuvent étre classés en plusieurs groupes : polyphénols, flavonoides, terpénoides et

alcaloides (Daglia, 2011).

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ils

ne possedent pas de membrane nucléawre. Ce caractére les distingue des autres organismes
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unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires). Elles sont

divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les

bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diametre mférieur & lum. On peut les voir au microscope
optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (coccl), en batonnet
(bacilles), mcurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de leur structure ne sont

visibles qu’en microscopie électronique. (Nauciel et Vildé., 20053).

5.4. Souches microbiennes étudiées

» FEscherichia coli

Isolée pour la premiére fois par Escherich en 1883, Fscherichia coli est 'espéce bactérienne
qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de
génétique (Avril et al., 2000). Elle représente 'espece type de genre Fscherichia. Appelée
communément « colibacille » cette espéce possede des caractéres biochimiques particuliers

permettant de la différencier des especes voisines.

La production d’indole a partir de tryptophane, 'absence d’utilisation du citrate comme
source de carbone et l'absence de production d’acétone (réaction de VogesProskauer

négative) (Joly et Reynaud, 2007).

Escherichia coli se retrouve en abondance dans la flore commensale humaine, en particulier
dans le tube digestif de ’homme qu’elle colonise des les premicres heures de la naissance.
Elle constitue I’espece dominante de la flore aérobie anaérotolérante (Ahoyo et al., 2007 ;

Bonacorsi et al., 2001).

FEscherichia coli (colibacille), hétes normaux de l'intestin, ne provoquent normalement pas de
maladie. Cependant, 1ls possédent un potentiel pathogeéne qu'ils expriment dans certaines
circonstances (pathogenes opportunistes) (CHU-PS, 2003). C’est une des espéces
bactériennes les plus souvent rencontrées en pathologie humaine. La plupart sont
commensales, mais certaines souches possedent des facteurs de virulence qui leur permettent
de déclencher des diarrhées. Escherichia coli est une cause majeure de diarrhée aigiie dans le
monde (Berche, 2003). A c6té des infections mtestinales, elle est responsable d’infections

extra-intestinales diverses : urinaires, abdominale, méningées et les bactériémies (Fauchére

et Avril, 2002).



» Staphylococcus aureus

S. aureus sont des cocci 4 Gram positifs, de forme sphérique, avec un diametre de 0.8 4 1 pm.
Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas (grappe de raisin). Ce type de
bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans capsule. De nombreuses souches de

S. aureus produisent un pigment jaune doré (Patrick et al., 1988)

C’est l'espece prédominante chez I'Homme et autres mammiféres, la cavité nasale de
I'Homme est sa niche préférentielle. Les staphylocoques ont un pouvoir pathogeéne
opportuniste extrémement large qui s'exerce avec une grande fréquence en milieu hospitalier.
Elle est, responsable des infections pyogenes de la peau et des muqueuses, mais aussi

osseuses (ostéomyélite), digestives (entérocolites post-antibiotique) et septicémiques (Leclerc

et al., 1995).

» DPseudomonas aureginosa
En 1882, Carle Gessard, pharmacien des armées, réalisa les premiers 1solements de la bactérie
Pseudomonas aeruginosa (du latin « aeruginosus » qui signifie couvert de rouille, en relation

avec la couleur métallique des colonies 1solées en culture).

P aeruginosa est une bactérie ubiquitaire, qui vit naturellement a 1’état de saprophyte dans
I’environnement. Son réservoir naturel et permanent est représenté par 1’eau (eaux douces,
us€es ou marines), les sols humides et les végétaux. Elle peut aussi étre présente dans les
poussieres en suspension dans lair. Ses exigences nutritives modestes lui permettent de
survivre et de se multiplier surdifférents supports et matériels, surtout s’ils sont humides. A ce
titre, I’hdpital représente un milieu particulierement propice a son développement (humidite,
chaleur, présence de débris organiques) (Freney J, Renaud F, Leclercq R, Riegel P, 2007)
(Bertrand X, Slekovec C, Cholley P, Talon D, 2011)

P.aeruginosa se présente sous la forme de bacille a Gram négatif, parfois incurvé et d’aspect
trés fin (1 4 3 pm de long et 0.5 a 1 um de large). C’est un germe non sporulé, mais il peut
étre entouré d’une pseudo-capsule (ou « slime ») impliquée dans sa pathogénicité.
I’observation d’une goutte d’échantillon clinique entre lame-lamelle met en évidence des
bacilles trés mobiles se déplagant en ligne droite, griace a un flagelle en position polaire

(Freney J, Renaud F, Leclercq R, Riegel P, 2007).

@



6. Activité antioxydante

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur role dans des phénoménes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires

et la dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

6.1.Définition d’un radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces ¢léments trées réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est

typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent directement de

I'oxvgene.

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical peroxyle ROOQOe, radical alkoxyle
ROe), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la

cellule (Novelli, 1997).

el

I’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espéces réactives de 1’oxygeéne’
(ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de I'oxygéne
proprement dit : radical superoxyde O2+ , radical hydroxyl OH+ , monoxyde d’azote NOe,
mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante :

I'oxygéne singulet 102, peroxyde d’hydrogéne H2O02, peroxynitrite ONOO (Favier, 2003).

6.2.0rigine des radicaux libres

Il existe deux sources différentes de ces radicaux libres :
» Sources endogénes
Les réactions enzymatiques, dont plusieurs d’entre elles sont considérées comme source

principale des ERO ex : NADPH oxydase, lipoxygénase, xanthine oxydase (enzyme dans le

foie).
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LLa mitochondrie est un élément fondamental pour le fonctionnement de la cellule, dans lequel

s’effectue la respiration cellulaire. L.a consommation de 1’oxygene et les différentes réactions
du transfert des électrons produisent en performance les ERO. Les ions métalliques présents
dans 'organisme ex : fer, cuivre, peuvent coopérer avec des especes moins réactives pour
produire des radicaux hydroxyles (Boutabet, 2007, Servais, 2002).
> Sources exogénes

Les ERO sont également générées sous leffet de stress environnementaux comme la
pollution, la consommation d’alcool ou médicaments (dont leurs structures peuvent jouer le
role des accepteur et donneurs d’électron), I’'exposition prolongée au soleil, 'effort mtense et
prolongé ainsi que le tabagisme ; les facteurs interagissant lors des inflammations.
Toutes ces situations provoquent une surproduction des ERO dans 'organisme (Fuoroeci,
2006). L'infection au VIH a pour effet d'accroitre la production de radicaux libres dans
l'organisme (Hosein et Lytle, 2001).

6.3.1. Principaux radicaux libres

» Les ERO (espéces réactives d’oxygene)
Ces especes constituent I’ensemble des dérivés des radicaux de 'oxygene. 1l existe plusieurs
formes de ces espéces dont les plus importantes sont les survantes :

- L’anion superoxyde : La molécule d’oxygeéne, mise en présence d’une quantité
d’énergie suffisante, peut acquérir un €lectron supplémentaire et former ainsi 1’anion
superoxydeO2-. Cet anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses
réactions.

02 + e=— O2--

- Le radical hydroxyle (OH») : Il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et
joue un réle initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique.

- Le radicalperoxyde (ROOQOr)

- L’oxygéne singulet (02°) : forme « excitée » de I"'oxygene moléculaire, est souvent
assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité (Hadi, 2004. Mohammedi,

2006 ; Fuorocci 2006. Boutabet 2007).



6.3.2. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant

Les ROS ont des réles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations, sur
la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de

signalisation (Favier, 2003).

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire face et
détruire les radicaux produits en excés. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants est en
équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalare (tabac,
alcool, pollution, ...) ou d’une dimmution des capacités antioxyvdantes (msuffisance d’apports
des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et le systéeme de défense est a 'origine d’un état redox altéré de

la cellule appelé stress oxvdatif (Sohal et al., 2002).

Glycation par attachement du cétoaldéhyde (Marfak, 2003, Bouabet, 2007). Ce phénomene
de glycosoxydation est tres important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs

parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

Le stress oxydatif, principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré, le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes (Favier,2003),
maladie de Parkinson, les inflammations gastro-intestinale, ulcéres (Atawodi, 2005), les
cedemes et vieillissement prématuré de la peau (Georgettial., 2003).

De nombreuses especes oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent
mndispensables a I'organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégits importants, pour
fawre face a ces produits oxvdants déléteres, le corps humain posséde tout un arsenal de
défenses que I'on qualifie d’antioxydants (Halliwell et Gutteridage, 1999).

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et ’organisme par 1’apport
d’antioxydants secondaires (vitamme C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska,

2002).

6.3.5. Les conséquences du stress oxydatif

- La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules

biologiques : oxydation d'ADN, des protéines, des lipides et des glucides. Les lipides



et principalement leurs acides gras polymsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque

par le radical hydroxyde, réaction appelée peroxydation lipidique.

- Les conséquences seront différentes : l'attaque des lipides circulants aboutissant a la
formation de LDI. oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépot
lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque des
phospholipides membranaires modifiant la fluidit¢ de la membrane et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux
(Favier 2003).

- Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou l'arrét des réplications de
I'ADN. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des ruptures de brins
(Hadi, 2004), 1ls inhibent la sécrétion d'msuline (Krippeit-Drews etal. 1994).

- Par alleurs, le glucose peut s'oxyde dans des conditions physiologiques, en présence
de traces métalliques, en libérant des cétoadéhydes, H202 et OH qui entraineront la
coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde (Marfak,
2003, Bouabet, 2007). Ce phénomene de glycosoxydation est trés important chez les
diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculawes et de leur rétine
(Favier, 2003).

- Le stress oxydatif, principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratorre aigu, cedeme
pulmonaire, vieillissement accéléré, le diabete, la maladie d’Alzheimer, les
rhumatismes (Favier,2003), maladie de Parkinson, les inflammations gastro-
intestinale, ulcéres (Atawodi, 2005), les oedémes et vieillissement prématuré de la
peau (Georgettial., 2003).

- De nombreuses espéces oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent
indispensables a l'organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégits
importants, pour faire face a ces produits oxydants déléteres, le corps humain possede
tout un arsenal de défenses que l'on qualifie d’antioxydants (Halliwell et

Gutteridage, 1999).

6.4. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causes par les radicaux libres dans organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de fagon

constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des



cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier,

2003).

» Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et

de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006).

Ces enzymes anti oxydantes permettent I’élimination des radicaux libres primaires, selon les

réactions suivantes :

Step 1 O + Oy + 2H" 3> Oy + Ha Oy

. CAT

Step 2 H. O + HLy O — > 2ZHO + O,
Step 3 H,O, + 2G5H > ZHLO + GS5G

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).
» Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes anti oxydantes, une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvorr fonctionner a nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes (Dacosta,2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, 'acide ascorbique, le [B-caroténe, les flavonoides, les composés

phénoliques, etc. (Kohen et Nyska, 2002).
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Figure N°15 : les systémes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska, 2002).

6.4.1. Classification des antioxydants

» Les antioxydants naturels
L’organisme possede des systemes de défense trés efficaces, de deux types : les antioxydants
enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques, ces antioxydants sont d’autant plus
importants que certains peuvent &tre utilisés en thérapeutique pour tenter de prévenir le stress

oxydatif (Diplock, 1991).

» Les antioxydants enzymatiques

- Les antioxvdants enzymatiques : Le super oxydedismutase, la catalase, la
glutathion peroxydase et la glutathion réductase sont considérés comme la
premiere ligne de défense de notre organisme contre les ERO (Kanoun, 2011).

- La super oxydedismutase(SOD): son réle est la dismutation de deux anions
super oxyde en espéces oxygénées moins réactives que sont H202 et O2
(Antwerpen, 2006).

- Les catalases : Elles réduisent le peroxyde d hydrogéne H202 en libérant de
I'oxygene et de 'eau. Elle n’élimine pas la totalité du peroxvde d’hydrogéne

(Lindau-Sehpard et Shaffer,1993).

E



Les glutathions peroxydases et réductases (GSHPX) : Le r6le de la glutathion
peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d’hydrogéne en
molécule d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en

alcools. Lors de cette réaction, deux molécules de

Glutathion (GSH), se transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (Marfak,
2003).

» Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont
pas synthétisés par ’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans
cette catégorie d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion
réduit (GSH), les vitamines E et C et les polyphénols. (Kanoun, 2011).

La vitamme E : Elle mntervient directement au niveau des membranes
biologiques ou elle piege les radicaux libres avant qu’ils n’atteignent leurs
cibles (Goussard, 1999). Elle peut aussi séquestrer les radicaux libres
empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique (Evans, 2002
; Packer et al. , 1997).

La vitamine C : La vitamine C, appelée également 1'acide ascorbique est
I’antioxydant hydrosoluble majeur (Curtay et Robin, 2000). Elle peut capter
directement 1’02 ~et I’OH+ (Evans, 2002 ; Packer et al., 1997).

Le p-caroténe : La P-caroténe est apporté par I’alimentation. Elle protege les
structures cellulaires contre 1'agression oxydante : elle s’oppose a4 la
génotoxicité de nombreux agents (Allard et al., 1994).

Le glutathion : Le glutathion joue un réle majeur dans la protection des lipides,
des protéines et des acides nucléiques contre 'oxydation (Stamler et Slivka,
1996). 11 fait aussi ’objet d’interactions synergiques avec d’autres composants
du systéme de protection antioxydant tels que la vitamme C ou la vitamine E
(Gerard-Monnier et Chaudiére, 1996).

Les composés phénoliques 1ssus des végétaux : Les polyphénols suscitent
depuis une dizaine d’année un intérét croissant de la part des nutritionnistes, des
industriels de Dl’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons
principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydants et amsi leur

implication probable dans la prévention des diverses pathologies associées au



stress oxydant (Rock., 2003). Les plus représentés sont les anthocyanes, les
flavonoides et les tanins (Boizot et Charpentier, 2006).

» Les antioxydants synthétiques

Dans I'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propvlée (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ) sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils générent un besomn de recherche
comme matiere de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydants de la
nourriture (Lisu et al, 2003). Cependant, 1l a été montré que ces antioxydants de synthése
pouvaient &tre toxiques (Yu et al, 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits
ingeérés en substances toxiques ou carcinogenes en augmentant la sécrétion des enzymes
microsomales du foie et des organes extra-hépatiques (Barlow, 1990). I.e BHT présenterait

des effets carcinogénes chez le rat (Ito et al, 1985).
6.4.2. Mécanismes d’action des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygéne

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition.(Favier, 2006)
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Partie 2 : Etfude expérimentale

1 Matériels et méthodes
1.1 Matériel végétal
Deux plantes médicinales ont été étudiées :

*Artemisia herba-alba : 1.a récolte de la plante a été effectuée dans la wilaya de

Constantine durant le mois d'avril 2021.

* Marrubuim vulgaire : La récolte de la plante a été effectuée dans la wilava de Mila

durant le mois d'avril 2021.

2 Méthodes

2.1 Séchage et broyage du matériel végétal

Apres lavage a 'eau distillée, les feuilles de Marrubium vulgaire L et A’ Artemisia herba alba
découpées en petits morceaux ont été séchées pendant trois semaines a la température
ambiante (25 °C a 30 °C) a I’abri du soleil pour mieux conserver les molécules sensibles a la

chaleur et a la lumiére.

Ces feuilles séchées ont été brovées en poudre fine a 'aide d’un mortier traditionnel. La
poudre obtenue a été stockée dans un flacon hermétique. Cette poudre a servi a la préparation

des différents macérés et décocté.

2.2 Préparation de I’extrait aqueux

Le macéré aqueux des feuilles de Marrubium Vulgare et d’Artemisia Herba Alba ont été

préparé selon la méthode d’Olakunle et al. (2005) avec de légeres modifications.

Une masse de cent grammes (100 g) de poudre de ces plantes (chaque plante 100g) a été
macérée dans 1 litre d’eau distillée (chaque 100g de chaque plante a été ajoutée a 11 d’eau

distillée) sous agitation au blinder. Les macérés ont été porté a ébullition pendant 15 minutes.
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Artemisia herba alba Marrubium vulgare

Figure N°16 : Extraction de deux plantes par la macération

Apres refroidissement, le mélange de chaque macéré a été essoré dans un carré de tissu
propre, filtré successivement deux fois sur du coton hydrophile et une fois sur du papier filtre

(papier Whatman® 3mm). Ce filtrat a ensuite ¢té séché lentement a I’étuve a 50 °C pendant

72 heures pour chaque macéré.

» Filtration d’Artemisia herba alba
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» Filtration de Marruabuim vulgaire

Figure N°17 : Etape de filtration de deux plantes

En fin, la poudre obtenue (macéré total aqueux) a ¢€té stockée dans un bocal a fermeture

hermétique et conservée au réfrigérateur a +4 °C (Bourahima., et al).

E
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/ [ Materiel végétal ] \
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Vulgare
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Artemisia herba alba
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Figure N° 18 : Etape de préparation d’extrait sec a partir de matériel végétal
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2.3 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de ’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise 4 1’extraction

selon I’équation suivante décrite par (Mahmoudi et al., 2013) :

R (%) : (M ext/ M éch) x100

» R :estle rendement en %o.
» Mext: est la masse de I'extrait aprés évaporation en mg,.
» M éch : est la masse de la matiere seche végétale en mg.

- Artemisia Herba Alba :
R=5.01%
M éch= 100g

- Marrubium Vulgare:

M éch= 100g

2.4 Préparation des dilutions des extraits :
, o : 111 1
On prépare 07 dilutions qui sont : (I 22 816 3262 )"

o Dilution de solution mere : 4mg d’extrait + lml méthanol
o Les dilutions :

(/1) —* 4 mg (extrait) + 1 ml méthanol

(1/2) ——* 500 pl méthanol + 500 pl de (1/1)

(1/4y —* 500 pl méthanol+ 500 pl de (1/2)

(1/8) ———* 500 ul méthanol+ 500 pl de (1/4)

(1/16) —* 500 pl méthanol+ 500 pl de (1/8)

(1/32) —* 500 pl méthanol+ 500 pl de (1/16)

(1/64) —* 500 pl méthanol+ 500 pl de (1/32)
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On prépare 7 dilutions pour ’extrait de la plante AMarrubium et 7 dilutions pour ’extrait de la

plante Artemisia.

2.5 Activités biologiques de Marrubium Vulgare et Artemisia Herba Alba
2.5.1 Deétermination du contenu total en polyphénols et en flavonoides
2.5.1.1 Contenu total phénolique (TPC)

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1963) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller

et al. (2010).

Le réactif FCR, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040), est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en
mélange d’oxydes de tungstene (W8023) et de molybdéne (Mo8023). La coloration bleue
produite est proportionnelle 4 la teneur en phenols totaux et posséde une absorption maximum

aux environs de 750 -765 nm.

» Mode opératoire
e Préparation de Carbonate de sodium (Na2(C'O3) a 7,5% :

7.5 grammes de Na2CO3 et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.
e Préparation de Folin Cobalteux (FCR) dilué 10 fois
Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété 4 10ml avec 'eau distillée (Oml).

o Procédure

20 pl d’extrart de plante + 100ul de FCR dilué (1 :10) + 75 ul de carbonate de sodium (7,5%)
+ mettre le mélange a I'obscurité pendant 2h + lecture 4 765 nm. Un blanc est préparé de la

méme maniere en remplagant ’extrait par le solvant utilisé (Méthanol).
o Gamme d’étalonnage
Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :

On prend 0,5 mg de 1’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir

la solution S1 (0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme suit :
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Tableau N°05 : Les dilutions de la gamme d’étalon de I’acide gallique

Dilations | 25pg/ml | S0pg/ml | 7Spg/ml | 100pg/ml | 123ug/ml | 1530pg/ml | 173pg/ml | 200pg/ml
S1 (ul) 25 50 75 160 125 150 175 200
Méthanol 175 150 125 100 75 50 25 0
(u)

20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75ul de

Na2CO3 (7,5%) + incubation 2h + lecture a 765nm.

2.5.1.2 Contenu total flavonoique (TFC)

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre

Al”%et les flavonoides. La méthode de Topeu et al, (2007) est utilisée avec quelques

modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.

¢ Préparation des solutions

Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 grammes de (CH3COOK) dans
100 ml d’eau distillé pour obtenir la solution S1, Pour 10% nitrate d’aluminium (Al (NO3)3,

9H20) on pese 10g de ce produit dans 100ml d’eau distillée.

» Pour Pextrait

o Procédure

50 pl (extrait de plante) + 130 ul (MeOH) +10 ul (S1) (CH3COOK) + 10 ul (Al (NO3)2,

9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplagant

les réactifs par le méthanol (50ul extrait + 150ul méthanol).

» Pour I’étalon

o Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin

On prend 1 mg de la Quercetine et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la

solution 0,2mg/ml Sm.

Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme suit :
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Tableau N°06 : Les dilutions de la gamme d’étalon de la Quercétine

Dilations | 25pg/ml | S0pg/ml | 7Spg/ml | 100pg/ml | 123ug/ml | 1530pg/ml | 173pg/ml | 200pg/ml
Sm (ul) 25 50 75 160 125 150 175 200
Méthanol 175 150 125 100 75 50 25 0
(u)

50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH) +10

ul

(S1) (CH3COOK) + 10 ul (A1(NO3)2, 9H20) + attendre 40 min + lecture a 415 nm.

2.6 Activité antioxydante

2.6.1 Activité anti radicalaire au DPPH

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH

(Blois 1938), le Trolox est utilisé comme standard antioxydant.

»Mode opératoire
o Préparation de la DPPH

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH
est dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a Iabri de la lumicre. L’absorbance est

0.5 nm (517 nm) dans le spectrophotometre.

»Procédure

160 ul (DPPH) + 40 pl (extrait) + lecture 517 ;

Le pourcentage d’mhibition a été calculé selon 1’équation suivante :

Acontrole—Aextrait

Inhibition(%) =( )x 100

Aextrait

Equation : Pourcentage d’inhibition du DPPH

o A controle : [.’absorbance du contréle négatif.

o A extrait : |.’absorbance de I’extrait de la plante.
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2.6.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999) ;
e Préparation de PABTS

A partr de PABTS ¢t du persulfate de potassium K25208; les deux produits en solution
aqueuse sont mélangés et mis a I’abri de la lumiere pendant 12- 16H ; I’absorbance de la
solution ainsi obtenue est ajustée par (méthanol ou H20) a 0.700 + 0.020 a 734 nm avant

I'usage.

(ABTS+) — 19.2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H20 + 3.3 mg (2.45 mM) (K28208) +5 ml

H20+ attendre 16 heures a ’abri de la lumiére.
o Procédure

160 ul (ABTS+) + 40 ul (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm ;

Le pourcentage d'mhibition a été calculé selon I”équation suivante :

Acontrole—Aextrait

Aextrait

Inhibition (%) =( )x 100

Equation : Pourcentage d’inhibition d’ ABTS

2.6.3 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

L’activité Reducing power est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986) avec une légére

modification ;
e Mode opcratoire

10 pl extrait + 40 pl phosphate buffer (pH 6.6) + 50 pl potassmum ferricyanide (1%) K3Fe
(CN)6 (1 g de K3Fe (CN)6 dans 100 ml H20) + mcubé a 500C pendant 20mn +50 pl tri-
chloro acetic acid (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H20) + 40 pl H20 + 10 pl ferric
chloride FeCl3 (0.1%) (0,1 g de FeCl3 dans 100 ml H2O) + Lecture a 700 nm. Les résultats
ont été calculés a titre de A0,50 (pg/ml) correspondant a la concentration mdiquant 0,50

d’absorbance.
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2.6.4 De réduction parla formation du complexe Fe - phénantroline

L’activité de phenanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008) ;

o Préparation

- Phenanthroline (0.5%) :0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH ;
- Ferric chloride FeCls (0.2%) :0.02¢g de FeCl3 dans 10ml de H20 ;

e Procédure

10 ul extrait + 50 ul FeCl3 (0.2%) +30 pl Phenanthroline (0.5%) + 110ul MeOH+
incubation a I’obscurité pendant 20 min a 30°C + lecture a 510 nm. Le blanc : 10ul

MeOH + 50ul FeCl3 (0.2%) + 30ul Phenanthroline (0.5%) + 110ul MeOH.

Les résultats ont été calculés a titre de A0,50 (pg/ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d’absorbance.

2.7 Activité enzymatique
2.7.1 Activité d’ Anti cholinestérase

[’activité Acétylcholinestérase est déterminée par la méthode d’ Ellman et al. (1961) ;

e Procédure

o Solution tampon
1- 8,890 g de (Na2ZHPO4, 2H20) + 500 ml de H20 — V1 ;
2- 1,56 g de (NaH2PO4, 2H20) + 100 ml de H20 — V2.

V1 +V2 — Solution Tampon comme le montre le tableau suivant :

On ajoute du NaOH pour augmenter la valeur du PH ;

Tableau N°07 : la préparation de solution tampon

PH 58 |62 6,4 6,6 6.8 |7 72 174 |76 |78 8

Nall2P0O4 92 (81,5 | 73,5 |625 |51 |39 (28 |19 |13 |85 5.3
(ml)

NaZHPO4 8 18,5 26,5 [375 |49 |61 |72 (81 |87 |91,5 | 945
(ml)

- DTNB (5,5-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid)) Solution
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16 mg DITNB + 1 ml (PII=7) + 7.5 mg NallICO3 + 1 ml (PII=7) + 2 ml (PH=7) + 4 ml
(PH=8) — volume total 8 ml;

-ACI (Acetylthiocholine iodide) substrate Solution

16 mg ACI +4 ml H20+ 4 ml Tampon (PH =8);

- Préparation de I’enzyme
o  AChE Solation
- 0,2 mg AChE + 4 ml (PH=8) pour donner la solution A ;
- Mettre 20 ul de la solution A dans 20 eppendorft .
- On prend un seul eppendorft qui contient 20 pl de la solution A et on ajoute 3

ml de PH = 8 + contrélé I’absorbance a 412 nm qui doit étre entre 0.4-0.5.

» Procédure

150 ulL of 100 mM sodum phosphate buffer (pH 8.0)+ 10 pul. d’extrait solution dissous dans
le méthanol a différente concentrations + 20 pul. AChE (5.32  10-3 U) solution+ incubé a
25°C pendant 15 min + 10 uL of DTNB (0.5 mM) + 10 uL of acetylthiocholine iodide (0.71

mM) + lecture a 412 nm, pour :

- 0 min une fois lecture
- 5 min deuxieme lecture :

- 10 mun troisieme lecture :

15 min quatrieme lecture.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE enzymes est déterminé par rapport au blanc (méthanol

avec le phosphate buffer pH 8) par la formule :

E—-5S
(%) d'inhibition de AChE = x 100

E : Tactivité de l'enzyme sans extrait / S : 'activité de l'enzyme avec I'extrait

Le Galantamine est utilisé comme référence.
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2.8 Activité antibactérienne

2.8.1 Souches bactériennes utilisées

Souches Bactériennes Gram
Staphylococcus aures. | Positif
FEscherichia coli. | Négatif
Pseudomonas aeruginosa. Négatif

2.8.2 Milieux de culture utilisés

v Gélose nutritive ;
v" Chapman ;
v" Hektoen
v" Muller Hinton ;

2.8.3 Mode opératoire

Cette activité se fait dans 4 jours ;

» Premier jour : Repiquage des bactéries (Ensemencement de la bactérie sur milieu

Gélose nutritive) :

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées avec ’anse de platine stérile par la
méthode de quadrant sur gélose nutritive, puis mcubées a 37°C dans I’étuve durant 18 a 24

heures afin d’avoir des colonies 1solées.
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B RN RN NN

Figure N°19 : Repiquage des bactéries par la méthode quadrant

» Deuxiéme jour : isolement des bactéries

A Taide d’une anse de platine, une colonie 1solée de souche bactérienne préalablement
conservée dans la gélose nutritive (ce que nous avons préparé le premier jour) a €té prélevee
par simple raclage puis repiquée par quadrant sur les boites des milieux sélectif (Hektoen ou
Chapman) ensuite incubée a 37°C dans I'étuve durant 24hafin d'obtenir des colonies

bactériennes jeunes et 1solées servant a préparer I’inoculum.

(E. coli a été repiqué dans le milieu Hektoen, et Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa ont été repiqué dans le milieu Chapman).

Figure N°20 : Isolement des bactéries

» Troisiéme jour : I'utilisation du Miiller Hinton

o Préparation de I’inoculum

E
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Prendre une seule colonie de chaque milieu de culture (les boites de pétries que nous avons
préparé le deuxiéme jour) et dissoudre dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0.9v) (chaque
colonie de chaque bactérie a été dissoudre dans 5 ml d’eau physiologique), puis agiter sur le

vortex pour obtenir une solution homogene.
o Ensemencement des bactéries

Les bactéries ont été ensemencées en utilisant la méthode d’écouvillonnage un écouvillon
stérile est imbibé dans 1'inoculum bactérien puis essoré en le pressant fermement sur la paroi
interne du tube afin de décharger au maximum 1’écouvillon est frotté sur la totalité de la
surface de la gélose Miiller Hinton, de haut en bas, I'opération est répétée deux fois, en

tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

Figure N°21 : Ensemencement avec I’écouvillonnage
o Préparation des extraits

100mg de ’extrait végétale sec+1ml d’eau physiologique. Agitation par le vortex. (Extrait de

Marrubiumet Artemisia).

Une concentration de 100mg/ml de chaque extrait permet la mise en évidence de 'activité

antibactérienne.

Figure N°22 : Etape de préparation d’extrait

E
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o Dépots des disques imprégnés des extraits

Apres ensemencement, des disques de diffusion (papier Wattman N°1 stérilisé par
autoclavage a 120°C pendant 15 min) sont déposés a la surface des boites ensemencées a

l'aide d'une pince stérile, ces disques sont injectés parlO pl des extraits (Gulluce et al., 2003).

Les boites sont maintenues a la température du laboratoire pendant 30 mn afin de permettre la

pré-diffusion ensuite, elles sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

Figure N°23 : Méthodes de diffusion de disques sur le milieu de culture

E
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» Quatriéme jour : la lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’mhibition autour de chaque disque a

I’aide d’un pied de coulisse.

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par

des signes d’apres la sensibilité des souches en mm (ponce et al., 2003) :

v Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm ;
v Sensible (+) : diamétre compris entre 9 4 14 mm ;
v Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 4 19mm ;

v Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

E
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Partie 3 : Resultats et Discussions

1 Activités biologiques
1.1 Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides

L’estimation du contenu phénolique et la teneur en flavonoides de la plante Marrubium
vilgare et la plante Artemisia Herba Alba récoltée de deux régions a été réalisé selon deux

méthodes préliminaires :

» Méthode de Folin-Ciocalteu
Utilisée pour la détermination du contenu total des polyphénols. L’acide gallique a été utilisé
comme ¢talon. L’absorbance a été déterminée a une longueur d’onde de 765 nm. Les résultats
obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant ’équation suivante (exprimée
en pg équivalent d’acide gallique par mg du poids d’extrait ou pg GAE/mg d’extrait) : y =
0,0034x+0,1044 avec R2=0,9972

Equation de Ia courbe d’étalonnage d’acide gallique.

0,90
0,80
0,70
2
0,60
E
0,50
: ~
£ 0,40 /‘/
£ 0,30 ~
S y=0,0034x+ 00,1044
= 0,20 =0,9972
-
0,10
0,00

o

0 50 100 150 200 250
Concentration (ng/mil)

Figure N°24 : La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

» Meéthode denitrate d’aluminium Al (NO3)2
Utilisée pour dosage des flavonoides. La quercétine a &té utilisée comme standard.
I’absorbance a été déterminée a une longueur d’onde de 415 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans une courbe d’étalonnage, avant 1’équation suivante (La teneur des

E



flavonoides a été rapportée en microgramme d’équivalent de la quercétme par milligramme

du poids de I'extrait (ug EQ / mg d’extrait) :

Les résultats de ces deux méthodes sont regroupés dans le tableau et les figures suivantes :

Tableau N°08: Le contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides des extraits

Equation : Equation de la courbe d’étalonnage de la quercétine.

Y=0,0071x+0,0274 avec R?

= (1,9983

Absorbance 4 760 nm

+”

50 100 150
Concentration (ug/ml)

200 250

Figure N°25 : La courbe d’étalonnage de la quercétine.

d’Artemisia Herba Alba et de Marrubium Vulgare.

Extraits Total phénoliques Total flavonoides
(ng GAE/mg) (ug QE/mg)

Artemisia 124,58+4.56 80,5545,15

Marrubium 36,64+4,07 58,19+2,50

E



Figure N°26 : Plaque de dosage des polyphénols (TPC) des extratts dedfarrubium
Vulgareetd’ Artemisia Herba Alba.

Figure N°27 : Plaque de dosage des flavonoides (TFC) des extraits d "Artemisia HerbaAlbaet

de AMarrubium Vulgare.

D’apres le tableau représentant la variation de la teneur en polyphénols et en flavonoides des
extraits des deux plantes Artemisia Herba Alba et Marrubium Vulgare, on remarque que la
plante d’Artemisia est plus riche en polyphénols (124,58+4. 56pug GAE/mg) et en flavonoides
(80,55+5,15ng QE/mg) que la planteMarrubium (36,64+4,07ug GAE/mg) en polyphénols et
(58,19+2,50 ug QE/mg) en flavonoides.
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En comparant les résultats obtenus, la plante Marrubium renferme plus de flavonoides et
pauvre en polyphénols par contre la plante Artemisia est plus riche en polyphénols et contient

moins de flavonoides.

L’extrait de la plante Marrubium Vulgare contient une tencur en polyphénols plus faible
comparé par d’autres ¢tudes (Benahmed Amel et al.,2016) (66,15 pg GAE/mg), alors que le
teneur en flavonoides nos résultats sont plus ¢levés que celle de (Benahmed Amel et

al.,2016) (0.1 pg QE/mg).

La tencur en polyphénols totaux ct en flavonoides de 'extrait d’Arfemisia Herba Alba
obtenue lors de cette ¢tude est plus ¢élevée comparant a d’autres ¢tude (Medjili S et al., 2018)

(17.4£1.67 pg EAG/mg) en polyphénols et (8.6+£0.29 ng EQ/mg) en flavonoides.

Ceci est peut-étre liec au climat de la région ou a la méthode utilisée qui ne donne pas une

composition quantitative complete des extraits (wu x et al.,2004).

1.2 Acticités antioxydantes

L’¢valuation de I'activit¢ antioxydante des extraits Marrubium Vulgare et Artemisia Herba
Alba a été réalis€ée par quatre méthodes : 1'activite anti-radicalaire au DPPH, l'activité¢ du
pi¢geage du cation radical ABTS, T'activit¢ du pouvoir réducteur (FRAP) ct l'activité de

réduction par la formation du complexe Fe+2- phénantroline.

1.2.1 Activité anti-radicalaire au DPPH

Dans cette ctude, 'activit¢ anti radicalaire des extraits de Marrubium Vulgare et Artemisia
Herba Alba a été évalu¢ par la mesure des concentrations inhibitrices a 50 % (Clso) ; en se
basant sur la capacité d'unc a réduire le radical DPPH ; par rapport a un antioxydant standard

Trolox. Les résultats sont représentés dans les figures ct le tableau suivant :

o
. LN

Nt Nt Nt e p -

—
’ ’ .
e S S

(
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e

Figure N°28: Plaques de dosage de I'activité anti radicalaire (DPPH) des extraits des plantes
de Marrubium Vulgare et d’ Ariemisia Herba Alba
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Tableau N°09 : Inhibition du radical DPPH par les extraits des plantes AMarrubium

Vulgare et Artemisia Herba Alba.

3.125 | 6.25 12.5 25 30 100 200 ICso
(ng/ml)

Artemisia | Na 1,73+0,97 | 7,73+1,00 | 17,395+1,48 | 24,93+2,14 | 57,25+1,07 | 71,09+3,00 | 88,76+1.78
Marrubium | Na Na Na 1,9645,74 | 6,50=1,59 | 9,50+2,21 | 15,15£2,13 | =200

0.781 | 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 ICs

25 (ng/ml)
Trolox 6.42+ | 13.33£2.1 | 30.19£0.6 | 61.48+2.9 | 87.16+0.2 | 88.46+0.1 | 87.72+0.4 | 5.12+0.2

0.91 4 7 8 8 1 7 1

Na= pas d’absorbance

D’apres les résultats obtenus, on constate que ! ’Artemisia Herba Alba a manifesté une activité
ant1 radicalare au DPPH (IC50=88,76+1,78 pg/ml) supérieure a celle de D'extrait du
Marrubium VulgarelC50 (>200ug/ml).cette activité est trés inférieure a celle de standard
Trolox (IC50=5.12+0.21ug/ml).Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydant
d'un composé est grande (Kumbhare et al., 2012 ; Khoudali et al ., 2014 ; Hobi et
Eddouks, 2016)

Les résultats obtenus pour Uextratt du Marrubium Vulgare sont relativement élevées (IC
supérieure a 200 pg/ml) par rapport aux valeurs standard de Trolox, indiquant une faible
activité anti-radicalaire au DPPH. Mais en raison de la forte concentration d'extraits utilisés
dans ce test (4 mg d'extrait), nous ferions mieux de la réduire a 1; 0,5 ou (0,25 mg pour

obtenir éventuellement des valeurs plus proches de la valeur standard.

Des études de Pactivité antioxydante de Uextrait du Marrubium Vulgare de la région d’El
Hammadia (Benahmed Amel et al,2016) ont trouvé un pourcentage d’ inhibition
(IC50=140.811ug/ml). Ce résultat est en accord avec nos résultats IC50 (>200ug/ml).

D’autres études de 'activité antioxyvdante de Uextrait d’Artemisia Herba Alba de la région de
Ras El Oued (wilaya de Bord; Bou-Arrerid)) (Medjili S et al., 2018) omt trouvé un
pourcentage d’inhibition (IC50=18,79 + 1,004 pug/ml). Ce résultat est inferieure par rapport a
nos résultats (IC50=88,76+1.78 pg/ml) et cela permet une activité plus forte a celle de nos

études.




1.2.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS

[ABTS ou acide 2,2'-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique est un composé
organique stable utilisé¢ dans I'évaluation de l'activité¢ anti radicalaire. ABTSe+réagit avec
I’antioxydant et passe de la couleur bleu-vert a un état incolore. Cette transformation est
sutvie par la mesure de ’absorbance a 734 nm et la détermination de la concentration

inhibitrice des différents extraits en comparaison avec le standard Trolox. Les résultats

obtenus sont illustrés ci-dessous :

Figure N° 29: Plaques de dosage de I"activité antiradicalaire (ABTS) des extraits du

Marrubium Vulgare et Artemisia Herba Alba.

Tableau N°10 : Inhibition du cation radical ABTS" par les extraits des plantes Marrubium

Vulgare et Artemisia Herba Alba.

3.12 | 6.25 12.5 25 50 100 200 ICso

5 (ng/ml)

Artemisia | Na | 12,74+0,2 | 22,59+1,6 | 44,55444,5 | 71,17+0,0 | 89,02+0.7 | sat 30,10+0,
1 ] 5 0 2 61

Marrubium | Na | 6,48+1,39 | 14.83+14 | 16,56+1,86 |30.83+1.4 |51,3620,1 |84,60+2,1 | 96,69+0,
5 6 0 7 20
0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 ICso

(ng/ml)

Trolox | 14.74£0.3 | 26.15£0.65 | 51.70+£1.51 | 89.72+0.67 | 92.89+0.19 | 92.89+0.19 | 91.84+1. | 3.21%0.
7 19 06

7y




Les résultats obtenus de I'extrait de la plante Marrubium Vilgare(IC50-96,69+0,20ug/ml)
Dans ce test, on remarque que la capacité de piégeage des radicaux libres présentée par
U’Artemisia Herba Alba(1C50=30,10+0,61pg/ml) est trés faibles que le standard
(IC50=3.21+0.06ug/ml)et supérieure a celle du Marrubium Vulgare(1C50=96,69+0,20ug/ml).

sont en accord avec les résultats de (Jaadan H et a1,2020) (IC50-658,56+0.19ug/ml™).

Dans une étude de Iextrait acétate d’éthyle de Uespece Artemisia Herba Alba réalisée par
(Mehimmedetsi R et al.,2018) ont obtenus une activité inhibitrice du radical ABTS (IC50
=23.50+1.30 pg/mlL).

1.2.3 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

C’est un test rapide, reproductible et facile a exécuter pour évaluer I'activité antioxydante.
Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe? de
couleur jaune en fer ferreux Fe? de couleur bleu verte en mesurant les valeurs de Agso et par

comparaison avec le standard Trolox . Le test nous a permis d’obtenir les résultats suivants :

Figure N°30 : La plaque de dosage de ’activité de pouvoir réducteur (FRAP) des plantes

Artemisia Herba Alba et Marrubium Vulgare.
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Tableau N°11 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits deAMarrubium

Vulgareet Artemisia Herba Alba.

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 Ags
(ng/ml)
Artemisia | 0,06+0,02 | 0,06+0,00 | 0,08£0,02 | 0,11+0,01 | 0,14+0,02 | 0,26+0,08 | 0,42+0,11 | >200
Marrub Na 0,05+0,05 | 0,07+0,02 | 0,08+0,02 | 0,12+0,03 | 0,12+0,01 | 0,32+0.27 | >200
Tum
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos
(ng/ml)

Trolox | 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+£0.01 | 0.13x£0.00 | 0.19£0.02 | 0.28+0.05 | 0.60+0.04 | 5.25+£0.20

Na= pas d’absorbance

A partir de ces résultats, on remarque que les extraits du Marrubium Vilgare et d’Artemisia

Herba Alba ont une activité de pouvoir réducteur

trées faible (Apso supérieures a 200u/ml) par rapport a celle du standard (Trolox)
(Ao,50=5.25+0.20ug/ml). En raison de la forte concentration d'extraits utilisés dans ce test (4
mg d'extrait), 1l est plus utile de la réduire a 1 ; 0.5 ou 0,25 mg pour obtenir éventuellement

des valeurs plus proches de la valeur standard.

Dans une autre étude de 1'activité de pouvorr réducteur sur huile essentielle d’ Artemisia
Herba Alba réalisée par (Habera F et al., 2019). Ont prouvé que I’HE présente un pouvoir
réducteur ¢levé, contrairement aux extraits aqueux et éthanolique qui sont faible par rapport
aux résultats obtenus a la DO 0.5 nm, les extraits (aqueux et éthanolique) montrent qu’ils ont
un faible pouvoir réducteur (Pr 0.5= 0.508mg/ml) et (Pr 0.5= 0.416mg/ml) respectivement par
rapport au standard, contrairement a 'HE (Pr 0.5= 0.030mg/ml) qui possede quasiment la
méme activité que le standard Acide ascorbique (Pr 0.5= 0.029 mg/ml).

L’étude réalisée par (Henniche I et al, 2013) sur ’extrait éthaolique de la plante Marrubium

Vulgare a enregistré un pouvorir réducteur avec une valeur de (34.88mg EqCa/gES).

Selon (Hinneburg et al, 2006), le pouvoir réducteur d’un extrait peut étre li¢ a la capacité des

substances a transférer des électrons dans le milieu réactionnel.




La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de

Fe3+/ferricyanure en Fe2+. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en

surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm

(Chung et al., 2002).

1.2.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe 2-phénantroline

Suite 4 une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe'2-phénantroline de couleur rouge-

orangé est formé. Cette réduction est déterminée par la mesure de valeurs de Agso des extraits

des plantes et celle de standard Trolox ce qui a permis d’obtenir les résultats survants :

Figure N°31: La plaque de dosage de ’activité de réduction par la formation du complexe

Fe'2 phénantroline par les extraits de AMarrubium Vulgare et Artemisia Herba Alba.

Tableau N° 12 : Absorbance du complexe Fe*2- phénantroline des extraits des plantes

Marrubium Vulgare et Artemisia Herba Alba.

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 Aos
(ng/ml)
Artemisia | 0,27+0,01 | 0,2940,01 | 0,3810,06 | 0,40+0,01 | 0,5610,06 | 0,6710,06 | 0,79+0,10 | 41,4314,73
Marrubium | 0,27+0,01 | 0,2810,01 | 0,3210,06 | 0,39£0,13 | 0,45£0,01 | 0,5610,03 | 0,830,03 | 74,4913,82
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos
(ng/ml)
Trolox | 0.25+0.01 | 0.24+0.01 | 0.26+0.01 | 0.26=0.00 | 0.32+0.01 | 0.38+0.01 | 0.56=0.02 | 5.21+0.27
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Les résultats obtenus par cette activité montrent que les deux extraits sont révélés capables de
réduire le fer et de former un complexe Fe™-phénantroline mais I’extrait d’Artemisia Herba
Alba a une activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phénantroline avec une
valeur (Aos= 41,4344, 73pg/ml) supérieure a celle de Marrubium  Vulgare
A05=74,49+3.82nug/ml) et plus faible a celle de standard Trolox (Ags=5.214+0.27ug/ml).

Autre étude réalisée par (Boudjelal K et al.,2019) sur ’extrait acétate d’éthyle de la plante
Artemisia campestris, ont obtenus un bon résultat avec une valeur (Ags=0.93+0.07pg/ml) par

rapport a son standard.

1.3 Activité enzymatique

# FEvaluation de I’activité anti cholinestérase

L activité anti cholinestérase des divers extraits des plantes Marrubium Vulgare et
Artemisia Herba Alba est testée par la méthode d’inhibition de 1’acétylcholinestérase selon la

Meéthode d’Ellman et al., (1961).
» Inhibition de I’acétylcholinestérase

Le test d’Ellman est basé sur le clivage de 1’acétylcholinestérase par I’ AChE pour produire de
la thiocholine. Cette derniere va réagir avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour
former un anion de couleur jaune (Ellman et al, 1961). En présence d’un inhibiteur
enzymatique la couleur jaune va dimmuer, ce qui permet d’évaluer la réaction, et par la suite
de quantifier 1'inhibition de l'enzyme. Cette mnhibition est suivie par la mesure de
I’absorbance et la détermination de la concentration inhibitrice (Clso) des différents extraits en
comparaison avec le standard la galanthamine. Les reésultats obtenus dans cette activité sont

llustrés ci-dessous :

Tableau N°13 : inhibition d’acétylcholinestérase par les extraits de Marrubium Vulgareet

Artemisia Herba Alba.
Extracts Acetylcholinesterase Inhibitory Activity
3.125pug | 6.25nug 12.5 pg 25 ug 50 100 200ug | IC50
Hg ug ug/mL
Artemisia Na Na Na Na Na Na Na Na




Marrubium | Na Na Na Na Na Na Na Na
Galantamine | 35,93 43,77 £0.00 68.50 80,69 85,78 | 91,80 | 94.77 | 6.27+1.15
+2 28 +0.31 +0,41 +1,63 | £0,20 | £0,34

= Na= pas d absorbance

Figure N°32 : Laplaque de dosage de 1"activité inhibitrice d’acétylcholinestérase des extraits

de Marrubium Vulgare et Artemisia Herba Alba.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que les deux extraits ne posscdent pas une activité

inhibitrice d’acétylcholinestérase.

1.4 Activité antibactérienne

1.4.1 Etude du pouvoir antibactérienne des extraits d’Artemisia herba alba et
Marrubium Vulgare

Lec pouvoir antibactéricn des extraits a ¢té estimé en termes de diametre de la zone d'inhibition
autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de les bactéries Escherichia coli,

staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa..

Les résultats obtenus pour déterminer I"activité antibactérienne extraits sont présentés dans les

tablcaux suivants :

Tableau N°14 : Sensibilités des souches bactériennes des extraits d”Artemisia herba alba et

Marrubium Vulgare.

Sensibilité (+/-)

Marrubium vulgare Artemisia herba alba

Extraits

Souches
S. aureus - -

E. coli - =

P. aeruginosa - -
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Tableau N°15 : Diamétres des zones d’inhibition des extraits d 'Artemisia herba albhaet

Marrubium Vulgare

extraits
Marrubium Vulgare Artemisia Herba Alba
Souches
S. aureus
Numéro 4 : Marrubium vulgare | Numero 6 : Artemisia herba alba
E.coli

Numéro 4 : Marrubium vulgare

Zone d’inhibition< § mm

Numéro 6 : Artemisia herba alba

Zone d’inhibition= 0

E



P. aeruginosa
Numéro 4 :Marrubium vulgare | Numéro 6:Artemisia herba alba

Zone d’inhibition= () Zone d’inhibition= ()

D’apres les résultats obtenus, on remarque que Uextrait d’Artemisia Herba Albane marque
aucune activité sur les bactéries F. coli et P. aeruginosa. Ce qui est traduit par la résistance
des souches a 1’action de 1’extrait, par contre sur la bactérie S. aureus il montre une faible
activite antibactérienne. Alors que I'extratt de Marrubium Vulgare montre une faible activité
sur les bactéries [£. coli et S. aureus, par contre sur la bactérie P. aeruginosa n’a aucun effet.
L’absence d’activité antibactérienne pourrait s’expliquer par la résistance développée de la

souche.

Notre résultat est en accord avec I'¢tude de (Dalal M et Oumhani S.,2019) sur I'extrait
aqueux de 'huile essentielle d’Artemisia Herba Alba, sauf ils ont obtenus une activité plus

active sur la bactérie S. aureus que notre resultat.

I activité d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs dont le mode d’extraction

et la concentration en principes actifs (Wagner H., 1993), (Thangara J. H. S., 2000).
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Conclusion et perspectives

A la lumiere de nos résultats, les plantes médicinales sont d’une grande importance, avec
leurs vertus thérapeutiques et leurs activités biologiques qu’elles présentent, ces derniéres
continuent a faire 'objet de recherches scientifiques a travers le monde 1.” Algérie est un pays
riche en termes de biodiversité, et l'usage des pharmacopées traditionnelles est encore une
pratique bien vivante. Ces pharmacopées traditionnelles comportent des traitements pour
soigner plusieurs pathologies et il est donc toujours d'actualité de penser que de nouvelles

molécules puissent continuer a étre 1solées des plantes locales spontanées.

Ce présent travaill a été consacré a D'étude des activités antioxydante, enzymatique,
antibactérienne, la composition chimique et le rendement des extraits de 1’ Artemisia herba
alba qui appartient a la famille des Asteraceae, et le Marrubium vulgare qui appartient a la
famille des Lamiacée qui sont des familles des plus importantes dans la région

méditerranéenne, et les plus utilisés dans la médecine traditionnelle.

La caractérisation quantitative des extraits méthanoliques a été évaluée pour déterminer leurs
contenus en polypheénols et en flavonoides. Nous avons conclu que les deux extraits Artemisia
herba alba et Marrubium vulgare ont présentés des teneurs en polyphénols de I'ordre de
(124,58+4,56mg/ml) et (36,64+4,07mg/ml), respectivement. Les teneurs en flavonoides sont
de (80,55+5,15mg/ml) et (58,194+2,50mg/ml), Ces résultats indiquent que le contenu en
flavonoides est faible par rapport a celm des polyphénols pour 'extrait de [’Artemisia herba
alba par contre Vextrait de Marrubium vulgare est plus riche en flavonoides que les
polyphénols. [.’extrait Artemisia herba alba s’est révélé le plus riche en polyphénols et en

flavonoides par rapport au Marrubium vulgare.

Quatre méthodes chimiques comparatives sont utilisées pour I’évaluation de Dactivité
antioxydante, la méthode DPPH, la méthode ABTS, la méthode FRAP et la méthode

phenanthroline, on constate que :

» L Artemisia Herba Alba a manifesté une activité antiradicalaire au DPPH supéricure a
celle de l'extratt du Marrubium Vulgare.

» la capacité de piégeage des radicaux libres présentée par ['Artemisia Herba Alba est
supérieure a celle du Marrubium Vulgare.

» les extraits du Marrubium Vulgare et d’Artemisia Herba Alba ont une activité de

pouvoir réducteur (FRAP) faible.



» les deux extraits se sont révélés capables de réduire le fer et de former un complexe

Fe'2-phénantroline mais I’extrait d Artemisia Herba Alba est le plus actif

L’activité enzymatique in-vitro réalisé sur les deux extraits a montré que les deux extraits ne

possedent pas une activité inhibitrice d’acétylcholinestérase.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur trois souches bactériennes, Escherichia

coli,Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, on constate que :

» Uextrait d’Artemisia Herba Alba ne marque aucune activité sur les bactéries E. coli et
P. aeruginosa, par contre sur la bactérie S. aqureus réveéle une faible activité
antibactérienne.

» lextrait de Marrubium Vulgare montre une faible activité sur les bactéries E. coli et

S.aureus, par contre sur la bactérie P. aeruginosa n’ a aucun effet.

En perspective, il serait intéressant d’approfondir notre étude afin de la compléter, par :

» 'Tester d’autres méthodes d’extraction.

» Effectuer d’autres activités biologiques in vitro telles que 1'activité antivirale, 1’activité
anti-inflammatoire, 1’activité anticancéreuse, 'activité anti Alzheimer et activité
antidiabétique.

» Confirmer nos résultats in vitro par des tests in vivo.

@
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Activités antioxydante, enzymatique et antibactérienne de quelques plantes médicinales algérienne

Résumé :
Ce travail est une contribution a I’évaluation de 1’activité antioxydante, [’activité enzymatique et 1’activité

antibactérienne des extraits obtenus a partir de deux plantes qui ont une grande valeur pharmaceutique,
leMarrubium vulgare et [ Artemisia herba alba.
L’activité antioxydante est réalisée en utilisant quatre méthodes a savoir, le piégeage du radical DPPH, le
piégeage du radical-cation ABTS, le test du pouvoir réducteur FRAP et le test du phénantroline. L’étude de la
teneur enpolyphénols et en flavonoides de ces extraits a montré une richesse en polyphénol et en flavonoide
des extraits d’Artemisia herba alba. 1. activité anti radicalaire du DPPH a montré quel Artemisia Herba Alba a
manifesté une activité anti radicalaire au DPPH (IC50=88,76+1,78 ug/ml) supérieure a celle de 1’extrait du
Marrubium Vulgare IC50 (>200png/ml), et trés inférieure a celle du standard Trolox (IC50=5.12+0.21ug/ml).
Le test ABTS a montre que la capacité de piégeage des radicaux libres présentée par ['Artemisia Herba
Alba(IC50=30,10+0,61ug/ml) est tres faibles par rapport au standard (IC50=3.21+£0.06 ug/ml) et supérieure a
celle du Marrubium Vulgare(IC50=96,69+0,20pg/ml). Les résultats du test du FRAP ont monté que les
extraits du Marrubium Vulgareetd Artemisia Herba Albaont une activité de pouvoir réducteur tres faible
(A sosupérieure a 200u/ml) par rapport a celle du standard (Trolox) (Ag50=5.25+£0.20ug/ml). Les résultats
obtenus parle test du phénantroline ont montré que les deux extraits sont révélés capables de réduire le fer et de
former un complexe Fe+2-phénantroline mais ’extrait d ’Artemisia Herba Alba a une activité de réduction par la
formation du complexe Fe+2-phénantr01ine.

[>étude de I"activité enzymatique a montré que les deux extraits ne possédent pas une activité imhibitrice
d’acétylcholinestérase.

Pour I’activité antibactérienne, 1’extrait o ’Artemisia Herba Albane marque aucune activité sur les bactéries
E. coli et P. aeruginosa, par contre sur la bactérie S. aureus il montre une faible activité antibactérienne. Alors
que D'extrait de Marrubium Vulgaremontre une faible activité sur les bactéries E. coli et S. aureus, et sur la
bactérie P. aeruginosa ne marque aucune effet.
Mots clés : Marrubium vulgare, Artemisia herba alba, antioxydante, antibactérienne, enzymatique, E. coli, P.

aeruginosa, S. aureus.
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