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Introduction

Au cours des si¢cles, en complément a la fonction nutritive assurée par les plantes, les
grandes civilisations qui ont toujours distingué I'humanité ont été impressionnées par la
beauté des couleurs, des formes et des constituants de cette nature, ce qui les a inspirés a
découvrir de nombreuses autres fonctionnalités que les plantes pourraient fournir,
particuliérement le pouvoir guérisseur. L'humanité est devenue capable de bénéficier du
traitement de diverses maladies a travers lI'environnement grace a des médicaments
thérapeutiques et de véritable pharmacie naturelle qui s'appuie sur l'expérience cultivée depuis

de nombreuses années (Beloued, 1998).

La phytothérapie occupe une place importante dans la médecine traditionnelle, elle exploite
les effets cicatrisantes et apaisantes des plantes médicinales, qui ont était toujours le premier
réservoir de nouveaux médicaments car elles demeurent une source inépuisable de substances

biologiquement actives.

Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80 % de la population mondiale
consomme actuellement des médicaments a base principalement de matieres végétales riche
en métabolites secondaires qui dépassent actuellement 200000 substances identifiées, et
catégorisés en fonction de leurs structures chimiques et leurs origines biosynthétique en

composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Ramawat et Merillon, 2008).

L’Algérie posséde un patrimoine botanique important par la richesse et la biodiversité de
sa flore, il s'agit d'une plateforme géographique trés importante avec environ 4000 espeéces et
sous-especes de plantes vasculaires qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche
thérapeutique. Selon ’'OMS, prés de 6377 espéces végétales sont utilisées sur le continent
africain, 146 seulement sont considérés comme médicamenteux en Algérie (Hamel et al.,

2018).

De ces nombreuses plantes médicinales, nos recherches ont principalement porté sur la
famille des Lamiacées qui couvre une grande variété de plantes aromatiques et médicinales
réparties en majorité dans des pays a climat tempéré (Derwich et al, 2011). Environ 258
genres et plus de 6970 espéces en font partie (judd et al., 2002) .Elle a de grande importance
a la fois pour I'utilisation de ses especes dans 1'industrie alimentaire et en parfumerie ainsi que

dans les domaines thérapeutiques.



Introduction

Dans le cadre d’une valorisation de la famille des Lamiacées, en recherchant des ressources
végétaux ayant des intéréts thérapeutiques, notre choix s’est porté sur deux especes de cette
famille Marrubium vulgare et Ocimum basilicum. Les deux plantes ont été utilisées dans le
monde comme source d'extraits a proprié¢tés hautement antimicrobiens, anti-inflammatoires et

antioxydants.

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique visant a évaluer les
propriétés des activités biologiques des différents extraits des deux especes Marrubium
vulgare et Ocimum basilicum. Cette étude a été divisée en deux parties ; Dans la premiere
partie, nous présentons une synthese bibliographique qui regroupe quatre chapitres. Le premier
englobe des généralités sur les plantes médicinales et la phytothérapie. Le deuxiéme chapitre
est un apergu général des plantes examinées. Le troisieme chapitre attribue les métabolites
secondaires ainsi que leur classification et leurs propriétés. Pour le quatriéme chapitre, il
illustre quelques méthodes d’évaluations des activités biologiques. La deuxieéme partie
comporte la partie pratique renfermant deux chapitres. Le premier consacré aux protocoles
suivis et aux matériaux utilisés dans ce travail, qui porte sur :

* Préparation des extraits par 1’extraction méthanolique

* Etude quantitatifs des composés phénoliques dont les polyphénols totaux et les
flavonoides,

» L’¢évaluation in vitro des activités antioxydantes, antibactériennes, antifongiques et
enzymatiques par plusieurs essais et l'activité anti-inflammatoire in vivo.

Le deuxieéme chapitre présente les résultats et leurs discussions ainsi qu’une conclusion

générale qui résume notre étude.
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CHAPITRE I : les plantes médicinales et la phytothérapie

I.1. Plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des especes botaniques qui, dans un ou plusieurs de ses
organes contient des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou comme
précurseurs pour la synthése de médicaments utiles (Sofowora et al., 2013). Elles contiennent
de nombreux composés bioactifs naturels qui facilitent les processus de cicatrisation et de
régénération des tissus au niveau des plaies (Trinh et al., 2022). Ces plantes peuvent aussi avoir
des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques.

I.2. Phytothérapie

La phytothérapie est une discipline allopathique généralement définie comme 1'¢tude de
l'utilisation d'extraits d'origine naturelle comme médicaments ou agents de promotion de la
santé¢ (Ghosh., 2016). Au sens large, elle peut englober plusieurs familles de produits qui ne
partagent pas toutes les mémes propriétés : les plantes médicinales en vrac, les préparations
pharmaceutiques, les médicaments a base de plantes fabriqués industricllement et les
compléments alimentaires. Une phytothérapie efficace repose sur la qualité des plantes
utilisées.
1.3. Avantages et les inconvénients de la phytothérapie

1.3.1. Avantages de la phytothérapie

Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80% de la population mondiale
utilise des médicaments a base de plantes pour maintenir la santé. Un grand intérét en
phytothérapie est le fait que les plantes sont bien tolérées lorsqu'elles sont utilisées au bon
dosage. les effets secondaires, sont généralement mieux connus que pour les molécules de
syntheése (Arnal-Schnebelen, 2004). Le cotit des plantes médicinales est trés faible par rapport
aux médicaments pharmaceutiques. Selon Christopher Golden de Centre de 1'Université de
Harvard pour I'environnement, si les gens utilisent la phytothérapie au lieu de médicaments, ils

peuvent économiser 22 a 63 % de ce qu'ils dépensent en soins de santé.
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1.3.2. Inconvénients de la phytothérapie
la phytothérapie peut prendre un certain temps. Les produits a base des plantes
peuvent contenir des contaminants toxiques : pesticides et métaux lourds, pollens,
Champignons microscopiques ou moisissures qui pouvant provoquer des réactions
allergiques et/ou toxiques. Un point a noter ici est que les plantes médicinales et les
médicaments pour certaines maladies peuvent avoir des effets secondaires négatifs. Ces
derniers ne peuvent pas étre détectés immédiatement, mais ¢a prendra des mois voire
des années.
1.4. Modes de préparation des plantes pour la phytothérapie
La préparation de plantes médicinales a des fins expérimentales est une €tape initiale et
essentielle pour obtenir de bons résultats de recherche. Les principales méthodes utilisées
dans l'extraction des plantes médicinales sont :
1.4.1. Macération
Cette procédure d'extraction consiste a placer des substances médicinales en poudre
grossiere provenant de feuilles, d'écorce de tige ou d'écorce de racine dans un solvant a
température ambiante pour au moins 3 jours. A la fin de I'extraction, les micelles sont séparées
du marc par filtration ou décantation. Par la suite, les micelles sont séparées des menstrues par
¢vaporation dans une étuve ou au bain-marie (Ingle et al., 2017).
1.4.2. Infusion
On peut ’obtenir en plongeant une plante dans de I'eau bouillante et laissez infuser entre
10 et 20min, dans un récipient couvert. Une infusion peut se conserver au réfrigérateur pendant
48 heures maximum. Cette méthode convient a l'extraction de composants bioactifs facilement
solubles (Majekodunmi, 2015).
1.4.3. Décoctions
Elle se fait en mélangeant le macérat et le solvant a température ambiante. La chaleur est
ensuite appliquée tout au long du processus pour accélérer I'extraction. Le processus dure
une courte durée, généralement environ 15 minutes (Pandey et Tripathi., 2014).
1.4.4. Poudre
Elle est obtenue en écrasant la plante avec un mortier et un pilon. Cela se fait
facilement en plagant la plante dans un four a feu trés doux pendant quelques instants

(Morigane, 2007).
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1.4.5. Hydrodistillation
C'est la méthode la plus ancienne pour l'extraction de composés bioactifs. Pour
ce faire, la cuve du distillateur est remplie de plantes aromatiques et additionnée d'un
Volume d'eau équivalent a 2 a 6 fois le volume d'eau brute. L'ensemble est porté a la
température nécessaire a la génération de vapeur d'eau et maintenu en-dessous de 100°C
(Oreopoulou et al., 2019).
I.5. Extraction a I'aide d'un solvant
L’efficacité d'une extraction dépend du solvant utilisé et chaque solvant possede de
différentes propriétés (Tiwari et al., 2011) :
» Eau : Clest le solvant le plus polaire, peu colteux, non toxique et inflammable
cependant, il favorise la croissance des bactéries et des moisissures.
» Alcool : Il est également de nature polaire, miscible a I'eau et pourrait extraire des
métabolites secondaires polaires. Il est auto-conservateur, non toxique a faible concentration.
Mais Il ne dissout pas les graisses, les gommes et la cire et il est inflammable et volatil.
» Chloroforme : C'est un solvant incolore a odeur douce et soluble dans 1'alcool. Il est
¢galement bien absorbé et métabolisé par le corps. Cependant, il est sédatif et cancérigeéne.
> KEther : Il est miscible a I'eau, a un point d'ébullition bas et est de nature insipide.
C'est ¢également un composé tres stable et ne réagit pas avec les acides, les bases et les métaux.
I1 est de nature hautement volatile et inflammable.
» Liquides ioniques (solvants verts) : Ce sont des solvants d'extraction uniques qui
sont hautement polaires et treés stables thermiquement. Il peut rester liquide méme a 3000°C.
Il est ininflammable et adapté a I'extraction liquide-liquide et aux extractions hautement

polaires. Cependant, il n'est pas idéal pour faire des teinture
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CHAPITRE II : Généralité sur les plantes étudiées

En phytothérapie I'une des familles végétales les plus importantes et la plus représentative
des plantes est celle des Lamiaceae. Sont depuis longtemps un groupe reconnu et les plus
¢tudiées pour ses multiples avantages.

Il.1. Famille des Lamiacées

Les Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae), cette importante famille de plantes
médicinales possede une immense diversité et variété qui contient environ 258 genres et plus
de 6970 especes (judd et al.,2002). Les especes de cette famille sont facilement identifiables
par des tiges carrées et opposées feuilles. Les fleurs sont zygotiques avec cing pétales fusionnés
et cinq sépales unis, généralement bisexués et verticillaster. Le fruit est un tétrakéne situ¢ au
fond d'un calice persistant, chaque moitié de carpelle produisant un akéne basal (Guignard,
2001). De nombreuses especes de Lamiaceae sont appartiennent a la vie quotidienne et utilisées

en de multiples occasions, par exemple le basilic (Ocimum spp) et (Marrubium spp).
11.2. Ocimum basilicum (le basilic)

11.2.1. Définition

Le nom Ocimum basilicum (Figure 1) vient du grec « Basilikom » qui signifie plante
royale, improprement appelé pistou, "Lahbeq", herbe aux sauces ou basilic des jardins. les
basilic sont des plante aromatique, thérophytes de la famille des Lamiacées, ont des propriétés
biologiques intéressante : insecticides, antioxydantes, antibactériennes et antifongiques (Rubab

et al., 2017) .

Figure 1: Ocimum basilicum ( basilic) (site 1)
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11.2.2 . Description botanique

Le basilic est une plante annuelle ou vivace, herbacée ligneuse, trés ramifi¢e, parfumée,
hermaphrodite et gélive. La plante peut atteindre une hauteur de 75 cm s'il est conservé plusieurs
années (Pousset, 1989).

» Tige
Les tiges sont simples ou ramifiées, quadrangulaires généralement ligneuses a leur base,
glabre ou couverte de poils blancs trés courts, localisés sur les parties jeunes en ceuds.
» Feuilles
Les feuilles du basilic sont opposées-décussées, ovale, cuvées a la base, parfois lobées ou
découpées, jusqu’a 7cm de longueur et 3cm de largeur. Elles sont petites ou large et toujours
tres brillantes « vert pale a vert foncé ».
» Fleurs
Les fleurs sont petites et regroupées en €pis a l'extrémité des rameaux et a l'aisselle des
feuilles. Elles sont de couleur créme, blanche, rose ou violacée selon la variété et sont
accompagnées de bractées de 1-1,5 cm (Arabaci et Bayram, 2004). Chaque fleur porte
4 étamines et des stigmates divisés en deux lobes a leur extrémité entourée d’une
substance visqueuse qui gonfle comme des graines de lin lorsqu'elle est trempée dans
l'eau.
» Fruit
Ils sont des tétrakénes formé de quatre parties. A maturité, chaque akéne renfermant une seule
graine marron-noire oblongue.

I1.2.3. Repartition géographiques

Actuellement, le basilic est trés répandu a travers le monde. Etant une plante originaire
des pays chauds méditerranéen, il est introduit dans toutes les régions tropicales et subtropicales
(Bulgarie, Madagascar, Italie, Comores et Maroc ...etc) et largement cultivé commercialement
dans de nombreux pays chauds et tempérés du monde entier, y compris la France, la Hongrie,
la Gréce et d'autres pays d'Europe du Sud, I'Egypte, le Maroc et I'Tndonésie et plusieurs Etats
américains (Figure2) (Pushpangadan et George, 2012).
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@ indigene @ cultivée (@ Exotique

Figure 2: Distribution mondiale d’Ocimum basilicum (site 2).

I1.2.4. Classification systématique

Ocimum.basilicum désigne un genre de Magnoliophyta de ’ordre des Lamiales et de la
famille des Lamiacées et la classification taxonomique est présentée dans le tableau suivant
(Tableau 1) :

Tableau 1 : Classification systématique d’O.basilicum (Dupont et Guignard, 2012)

Reégne Plantae
Embranchement Magnoliophyta.
Classe Magnoliopsida
S/Classe Asteridae
Ordre Lamiales.
Famille Lamiaceae.
Genre Ocimum.
Espéce Ocimum basilicum L.
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11.2.5 Domaines d’application d' Ocimum basilicum

» Basilic en tant que plante médicinale
Le basilic posséde d'excellentes propriétés anti-inflammatoires et antibactériennes, en
plus de ses propriétés antioxydantes et insectifuges. Il contient des enzymes hépatiques
qui décomposent les graisses, ce qui est bénéfique pour les diabétiques. Le basilic
contient également des tanins qui tuent les germes et favorisent la cicatrisation des
mugqueuses de la bouche, du nez, de I'estomac et des intestins. Il a également un effet
positif sur le systéme immunitaire. La présence d'une quantité abondante de
flavonoides aide a lutter contre les probleémes vasculaires et les problemes
d'approvisionnement en sang. Les saponines présentes dans le basilic aident a
décongestionner les muqueuses. Aussi utilis¢é comme fongicide et anticancéreux, et
traditionnellement contre le rhume, les rhumatismes, certains parasites cutanés et le
paludisme. 11 est efficace pour combattre les maux de téte, 'acné, la fievre et certaines
infections (Bauwens, 2008) .
» En parfumerie
Le Basilic est fréquemment utilisé en parfumerie, avec son parfum puissant et poivré
comme huile essentielle pour les préparations de parfum et liqueurs la plante fraiche
donne une essence contenant de 1’eucalyptol et de I’eugénol.
» Pour I’alimentation
Il est considéré comme I'un des herbes les plus connus et les plus utilisés dans le
monde culinaire, comme herbe aromatique fraiche et les feuilles séches sont utilisées
pour assaisonner des ragouts, des dressages et des potages.
11.3. Marsupium vulgare
I1.3.1. Définition
Marrubium vulgare ou marrube blanc (figure 3), en arabe elle est connue par le
nom Marrioua , en Anglais : Harehound, en Italien : Marrubbioest. C’est une plante
vivace, a tiges épaisses, cotonneuses, tres feuillées, qui se perpétue et se multiplie par des
bourgeons nés sur la tige souterraine (Volak et al., 1983). C'est une espece tres répandue

dans le bassin méditerranéen et utilisé pour ses vertus thérapeutiques.

10
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Figure 3 : Marrubium vulgare (Marrube blanc) (site 3 )

11.3.2. Description botanique
Le Marrube blanc est une plante herbacée vivace, a odeur de thym au froissement, a tige
quadrangulaire cotonneuse pouvant atteindre de 30 a 80cm de hauteur portant souvent de
nombreuses pousses courtes et stériles. Les feuilles sont dentées, blanchatres, cotonneuses, sur
les faces inférieures, poilues mais vertes sur la face supérieure. Il possede de petites fleurs
blanches de 12 a 15 mm de long, avec un calice a dents crochues sont groupées en verticilles
globuleux a I’aisselle des feuilles. Le fruit est un tétra-akene (Volak et al., 1983).
I1.3.3. Repartition géographiques
Le Marrube blanc préfere les sols calcaires d'Europe centrale et du nord. Il est distribué
dans toute la Méditerranée et dans toute 1'Afrique du Nord. En Algérie, I'espece est largement
distribuée dans toute la région et est trés présente dans le nord.Le genre Marrubium pousse dans
un terrain vague en Asie occidentale jusqu'en Inde.Elle est naturalisée dans 1’Amérique du
Nord et dans I’Amérique du Sud (Bonnier, 1909) .
I1.3.4. Classification systématique

la position systématique du marrube est la suivante (Tableau 2) :

11
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Tableau 2 :Classification systématique de Marrubium Vulgare (Quezel et Santa,

1963)
Régne Végétale
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Angiosperme.
Classe Eudicots
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Marrubium
Espéce Marrubium vulgare

I1.3.5. Utilisations de la plante

» En médecine

La plante Marrubium Vulgare est trés utilisée en médecine traditionnelle dans le
traitement symptomatique diurétique et comme antispasmodique, antidiabétique et en cas
d’infections respiratoires (Boudjelal, 2013). En plus, cette espeéce est exploitée pour lutter
contre la cellulite et I’obésité. Les composants du marrube ont des actions régulatrices sur les
muscles cardiaques. En outre, elle est indiquée également en usage externe et interne contre
eczéma chronique et zona (Fadel et al., 2016).

» En cosmétique

Cette plante est utilisée en cosmétologie traditionnelle pour sa richesse en saponines, la
décoction, en ringage sur les cheveux, les embellis et les cataplasmes de la plante opposés sur
les taches de rousseur et les éclaircit ( Belakhdar, 1997; Ait youcef ,2006). Il agit comme un
agent apaisant, aide a préserver la peau du corps, a préserver sa jeunesse et a éliminer les rides,

de plus il peut participer a la composition des parfums.

12
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CHAPITRE III : Métabolites secondaires
II1.1. Définition

Les métabolites secondaires sont produits en trés petites quantités. Plus de 200 000
composés métaboliques secondaires, y compris les terpénes, les aldehydes, les acétyléniques,
les cires et les composés phénoliques sont classés selon leur composition chimique dans la
nature (Vermerris, 2006).

II1.2. Classification des métabolites secondaires

Généralement, il existe trois grandes catégories de métabolites secondaires des plantes
qui sont les composés phénoliques, les composés azotés (Alcaloides) et les terpénoides
(Stéroides et Isoprenoides).

I11.2.1. Composés phénoliques
I11.2.1.1. Définition

Les composés phénoliques sont des sous-produits métaboliques secondaires a forte
pondération moléculaire, largement distribués dans le régne de la végétation (Harbone, 1993).
La caractéristique structurelle de base qui les définit est la présence d'un ou de plusieurs aromes
aromatiques qui sont directement liés a un ou plusieurs groupes hydroxyliques qui sont libres
ou remplissent une autre fonction (ether, ester). Ces molécules fournissent la base des principes
actifs identifiés au niveau des plantes médicinales. Ils ont un effet antibactérien, antifongique
et antioxydant (Macheixet et al., 2005).

I11.2.1.2. Structure chimique

Tous les polyphénols ont une structure chimique qui est similaire les uns aux autres

(Figure 4). Ils peuvent avoir un ou plusieurs noyaux hydroxyl aromatiques comme

caractéristique définitive.

Groupe hvdroxvle —_— »OH

\
Noyau aromatique —— |
/

Groupe phénol

Figure 4: Structure de base des polyphénols (Manallah, 2012).
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I112.1.3. Classification des composés phénoliques
111.2.1.3.1. Flavonoides
Une partie de la raison de la couleur des fleurs, des fruits et méme des feuilles est due aux
pigments végétaux qui sont presque universels. Ils sont une collection de plus de 6000
composés végétaux naturels (Ghedira, 2005), qui se distinguent des autres polyphénols par la
présence d’une structure flavonoide et/ou d’un phénol dans leur molécule.
I11.2.1.3.1.1. Structure chimique des flavonoides
La structure de base des flavonoides (figure 5) a 15 atomes de carbone et est composée
de deux cycles C6 reliés par une chaine C3. Un pyrone du troisi¢me cycle est souvent formé
par le pont 3 carbone reliant les deux phényles. Les flavones, les flavonols et les flavanones
dont le nombre est d'environ 300 ont une origine biosynthétique commune. Selon le degré
d'oxydation du noyale central, ils peuvent étre divisés en une douzaine de classes. [Bruneton,

1987 ; 1999].

6

Figure 5: Structure chimique des flavonoides ( Bruneton, 1999).
111.2.1.3.2. Tanins
Les tanins sont composés phénoliques naturellement présents, se trouvent sous forme
polymérisée avec des poids moléculaires variant entre 500 et 3 000. En plus des caractéristiques
typiques des phénols, ils possédent également la capacité de rendre les peaux fraiches
résistantes a la putréfaction, ce qui en fait du cuir (Doat, 1978). Deux catégories de tanins sont
classées selon leur voie de biosynthétique et leurs propriétés chimiques : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés.
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I11.2.1.3.2.1. Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables (Figure 6) sont des composés constitués d'oligo ou de polyesters
formés a partir d'un sucre et d'un acide phénol en différentes proportions. Dans la plupart des
cas, le sucre utilisé est le D-glucose, tandis que I'acide phénol peut étre I'acide gallique pour les

gallotanins ou l'acide ellagique pour les tanins connus sous le nom d'ellagitanins.(Bruneton en
1993).
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Figure 6: Structure générale des tanins hydrolysables (Hagerman, 2002)
111.2.1.3.2.2. Tanins condensés
Les tanins condensés (figure 7), non hydrolysables ou tanins catéchique, différent
fondamentalement des tanins qui peuvent étre hydrolysés car ils manquent de sucre dans leur
molécule et ont une structure similaire a celle des flavonoides. Ils se référent aux polymeres

flavanes composés d'unités de flavan-3-ol reliées entre elles par des liaisons carbone-carbone

(Bruneton en 1993).

Figure 7: Structure générale des tanins condensés (Hagerman, 2002)
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I1L.2.2. Alcaloides
I11.2.2.1. Définition
Le mot "alcalin", a partir du quel ce nom dérive, a été utilisé a 1'origine pour décrire toute
base de Lewis contenant un hétérocycle d’azote. En tant que composés métaboliques
secondaires, Les alcaloides se trouvent principalement dans les plantes, les champignons et
quelques groupes d'animaux peu répartis, sont des molécules organiques hétérocycliques
azotées avec une activité pharmacologique potentielle. Elle est considérée comme une base de
Lewis car la paire d'électrons n'est pas attachée a l'azote. Typiquement, les alcaloides sont
dérivés des acides aminés [Bruneton, 1999 ; Paris, 1976].
I11.2.2.2 Structure chimique
Les alcaloides ont des structures moléculaires complexes (figure 8) avec des
caractéristiques physiologiques distinctes méme a faibles doses.Ils sont 1'un des groupes de

métabolites secondaires avec plus de 10 000 a 12 000 structures ( Donatien, 2009)

Figure 8: structure chimique des alcaloides [Morphine] (Aniszewski ,2007)
I11.2.3. Terpénoides (Isoprénoides et Stéroides)
111.2.3.1. Définition
Les terpénoides sont des composés synthétisés par les plantes, les organismes marins, les
champignons et méme les animaux. [ls appartiennent a la catégorie des métabolites secondaires.
Ils sont dérivés d'une structure de base composée de cinq atomes de carbone (C§Hs) appelée
communément isopréne. En fonction du nombre de répétitions de cette unité de base, on classe
les terpénoides en trois catégories principales : les monoterpénoides (Clo), les

sesquiterpénoides (Cis) et les diterpénoides (C20). (Djahira., 2014)
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I11.2.3.2. Structure Chimique

Ils dérivent d’une structure de base a cinq carbones (C5HS), appelée isopréne (figure 9).

HLC CH
3 \C C// 2
V4 \
HoC b

Figure 9: structure chimique d’isoprene (C5HS) (Djahira, 2014 ).
II1.3. Composition chimique des plantes étudiées
I11.3.1. Composition chimique d’Ocimum basilicum
Il est important de noter que la composition chimique de la plante peut différer d’une
région a une autre selon Zola et Garnero, 1972 et en fonction de la partie de la plante utilisée.
Des études antérieures sur la phytochimie de ce genre ont mis en évidence la présence de
métabolites secondaires tels que les huiles essentielles a des teneurs variant ( linalol, eugénol,
méthylchavicol et le citral), des flavonoides comme 1'apigénine, le kaempférol et la lutéoline.
Le basilic est une source de minéraux tels que le potassium, le calcium, le magnésium et le fer
ainsi et des concentrations relativement élevées de vitamine (A, B1, B2, C et E) et l'acide
rosmarinique (Leung et Foster, 1996).
II1.3.2. La composition chimique de Marrubium Vulgare
Les études phytochimiques effectuées sur Marrubiume vulugare confirment qu’elle
contient de nombreux métabolites secondaires; des tanins, anthocyanes, stérols et diterpenes,
des flavonoides, des phényléthanoides glucosidiques tels que 1’acteoside et le forsythoside B,
des saponosides et mucilages (Djahra, 2014). Les marrubes blancs contiennent ¢galement des
minéraux tels que le potassium, notamment une teneur ¢élevée en fer, et une proportion de

composés azotés caractéristiques de la famille (Schlempher et al., 1996).
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CHAPITRE IV : Activités biologiques

La diversité des constituants et La richesse en molécules bioactives dans lesquels les
plantes médicinales sont composés, donne des roles trés différents et des caractéristiques
biologiques connues qui ont été utilisées depuis longtemps. Actuellement, leur utilisation se fait
sur une base scientifique et rationnelle car de nombreux travaux de recherche se concentrant
sur les activités antibactériennes, antioxydants, antitoxiques, antivenimeuses, antifongique,
antivirales et antiparasitaires.

IV.1. Activités antibactériennes
IV.1.1. Généralités sur les activités antibactériennes
Récemment, de nombreux chercheurs se sont tournés vers 1'étude d'extraits de plantes et
de bactéries, de métabolites secondaires purs et de molécules nouvellement synthétisées en
tant qu'agents antibactériens potentiels. Lorsque I’on parle d’activités antibactériennes, on
distingue deux sortes d’effets : une activité létale ou bactéricide et une inhibition de la
croissance ou activité bactériostatique (Buronzo, 2008). La sélection des bactéries pour les
tests antibactériens s'est portée sur deux souches bactériennes (Gram-positives et Gram-
négatives).
IV.1.2. Evaluation de ’activité antibactérienne
Pour évaluer I’activité antibactérienne le choix de la méthode dépend de la solubilité des
substances dans le milieu, de leur volatilité et de la nature du contact entre 1'échantillon et
l'agent pathogene.
IV.1.2.1. Méthode en milieu gélosé

C’est la méthode officielle utilisée dans de nombreux laboratoires de microbiologie
clinique pour les tests de routine de sensibilité aux antibactérien. Des plaques de gélose sont
inoculées dans des boites de Pétri avec un inoculum standardisé du micro-organisme testé et
ensemencées. Les boites sont incubées dans des conditions appropriées a 35°C pendant 24h.
Généralement, l'agent antimicrobien diffuse dans la gélose et inhibe la germination et la
croissance du microorganisme testé. Cette méthode permet de réaliser un classement en utilisant
la relation entre la concentration on minimale inhibitrice (CMI) et le diameétre d’inhibition

(Fontanay et al., 2015).
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IV.1.2.2. Méthode des disques
La méthode des disques de diffusion (figure 10) est une technique permettant d’avoir
une idée préliminaire sur la capacité d’un extrait a inhiber la croissance bactérienne. Des
disques de papier Wattman stérile n°3 et de diaméetre 6 mm contenant le composé a tester a
une concentration souhaitée, sont placés sur la surface de la gélose (figure 10). Les boites ont
¢été ensuite incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 30°C pendant 48 h pour les
champignons. La mesure des diamétres des zones d’inhibition entourant les disques contenant

les échantillons a tester a été réalisée (Balouiri et al., 2016).

Zone ou les bactéries se Zone ou la croissance des
développent normalement bactéries est inhibée

Boite de
Pétri

Cylindre
d’agar

Culture de la  _}
souche test

sur Muller-
Hinton

Mesure du diametre de
la zone d’inhibition

Figure 10: Schéma représentatif de la méthode des disques
IV.1.2.3. Méthode en milieu liquide

La méthode en milieu liquide est utilisée pour déterminer les paramétres de 1'inhibition
de la croissance bactérienne (CMI, CMB), des extraits actifs. Cette méthode consiste a mettre
un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes d’antibiotiques
selon une progression géométrique. Cela peut étre divisé¢ en deux techniques: soit en tube,
appelée « macrométhode en milieu liquide », conduit a une consommation excessive de
réactifs et de substances a tester. Soit en plaque a 96 puits appelée « microméthode en milieu
liquide » qui est une technique automatisable contrairement a la macro-méthode. Apres 18h a

24h d’incubation a 37°C, la CMI correspond a la concentration a laquelle I’inhibition de la
Croissance bactérienne est visible a 1’ceil nu (absence de turbidité¢ dans le tube) (Fontanay et

al., 2015).
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IV.2. Activité antifongique

Les antifongiques, également connus sous le nom d’antifungiques obtiennent leur nom
du mot latin fungus, qui signifie champignons. Les infections causées par les champignons
microscopiques, ou les mycoses, peuvent donc étre traitées avec ces médicaments.

L'activité antifongique fait référence a la capacité d'un agent (comme un médicament,
un produit chimique ou une plante) & inhiber ou a tuer la croissance de champignons
pathogenes. Cette activité peut étre mesurée par des tests de sensibilité in vitro ou la substance
est mise en contact avec le champignon et l'effet est mesuré en fonction de la croissance ou de
la survie du champignon. Les agents antifongiques sont souvent utilisés pour traiter les
infections fongiques chez les humains, les animaux et les plantes. Les exemples d'agents
antifongiques comprennent les azoles, les polyenes, les échinocandines et les agents naturels
tels que les extraits de plantes.

IV.2.1. Test antifongique
L'efficacité d'un médicament, composé chimique ou produit naturel pour prévenir
ou ¢liminer les champignons et les levures responsables d'infections fongiformes est évaluée
par un test antifongique. Les tests antifongiques sont effectués dans un environnement de
laboratoire a 1'aide de levures ou de champignons exposés a des concentrations croissantes de
la substance testée. Les résultats des essais peuvent étre exprimés en termes d'inhibiteur
minimal de concentration (CMI), qui est la plus faible concentration possible d'un agent
pouvant inhiber la croissance des champignons, ou de fongicide minimal (CMF), qui sont les
concentrations les plus faibles possibles de l'agent pouvant éliminer complétement les
champignons ou les piqtires. L'efficacité des médicaments antifongiques est évaluée a l'aide
de tests antifongiques, qui sont cruciaux pour le développement de nouveaux traitements et
pour étudier les propriétés antifongiques de divers composés naturels.
IV.2.2. Evaluation de ’activité antifongique
L'activité antifongique des extraits de plantes étudi€es a été évaluée selon le pourcentage de
I’inhibition de la croissance diamétrale des talles (%) :

*30 a 40 %: faible activité,

*50 a 60 %: activité modérée,

*60 a 70 %: bonne activité,

>70 %: excellente activité (Abd-ellatif et al, 2011).
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IV.3. Activités antioxydante
IV.3.1. Définition
L'activité antioxydant est un bon exemple des bienfaits fonctionnels que peuvent
apporter les extraits de plantes qui sont riches en vitamines, phénols, caroténoides et
microéléments. Etant donné que les antioxydants naturels ont la capacité d'inhiber les
processus d'oxydation et la croissance des micro-organismes, y compris de nombreux agents
pathogenes (Flieger et al., 2021). L'activité antioxydante est appréciée par la mesure de
l'efficacité des composés a piéger les radicaux libres ou par l'analyse des produits formés, ou
par des techniques photométriques (Marc et al., 2004).
IV.3.2. Stress oxydatif
Le stress oxydatif, ¢également appelé stress oxydant, est un phénomene
physiopathologique, définie comme le déséquilibre entre la production d'especes réactives de
l'oxygene et la capacité de I'organisme a neutraliser et réparer les dommages oxydatifs (Boyd
et al., 2003). Est un facteur clé favorisant ’apparition de nombreuses pathologies chroniques
tels que le cancer, des maladies oculaires et neuro-dégénératives (Zbadi et al., 2018).
IV.3.3. Radicaux libres
Les radicaux libres, sont aussi appelés espéces réactives de l'oxygene (ERO). Par
définition, les radicaux libres sont toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
apparié€s qui interviennent dans de nombreuses fonctions physiologiques lors de la croissance
Ou de la défense d'un organisme (Jacques et André, 2004). Ils sont donc réactifs et ont des
durées de vie trés courtes (Buguerne, 2012). En raison de leur grande réactivité, ils peuvent
retirer des €lectrons d'autres composés pour les stabiliser.
1V.3.4. Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante
IV.3.4.1. Test de piégeage du radical DPPH
Le test DPPH est une méthode largement utilisée pour 1’évaluation rapide et directe de
I’activité anti-oxydante. il mesure l'efficacité antiradicalaire de molécules pures ou d’extraits
végétaux dans un systéme modele (solvant organique, température ambiante).
Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH. La DPPH
est un radical organique se caractérise par sa capacité a générer des radicaux libres stables. 11
absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520nm ( bozin et al., 2008) .Le DPPH,

initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale selon I'équation suivante (figure 11) :
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DPPH - 2. 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

Figure 11: Mécanisme de réaction du DPPH avec un antioxydant
1V.3.4.2 Test d’ABTS
Ce test est basé sur la capacité des antioxydants a se stabiliser en convertissant le radical
cationique bleu-vert ABTS+ en ABTS incolore lors du piégeage des protons par I'antioxydant.
L'acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS est I'une des molécules les
plus largement utilisées dans les études sur l'activité antioxydante. Il a une absorption
maximale a 734nm. L'ajout d'un antioxydant a une solution de ce radical cationique réduit ce
radical et diminuer I'absorbance. Cette diminution dépend de l'activité antioxydante, du temps
et de la concentration du compos¢ testé (Re et al., 1999).
1V.3.4.3 Dosage du pouvoir réducteur FRAP
La méthode FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), développée par BENZIE et
STRAIN (1996), permet de déterminer le pouvoir réducteur des composés. Elle mesure la
capacité¢ d’un antioxydant a réduire le fer ferrique en cations ferreux. La présence d'un agent
réducteur (AH) dans l'extrait végétal réduit le complexe Fe3+/ complexe ferricyanide a la
forme ferreuse. Par conséquent, le Fe*" peut donc étre évalué en mesurant et en suivant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm
(Chung et al., 2002).
1V.3.4.4 Total Phénol et Flavonoids
Cette activité quantifiée le contenu total en phénols et en flavonoides (TPC et TFC) ainsi
que les propriétés antioxydantes des extraits. Le TPC est déterminé par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) en utilisant I'acide gallique
comme étalon et en mesurant diverses concentrations de solutions d'extrait a 760 nm. Le TFC
est calculé par une mesure colorimétrique a I'aide de chlorure d'aluminium (Topgu et al., 2007)

et 'absorbance est mesurée a 510 nm en utilisant la quercétine comme standard.
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IV.3.4.5 Activité réductrice par la formation du complexe Fe2+phénanthroline
La 1,10-phénanthroline est un composé organique hétérocyclique qui forme un
complexe rouge orange stable avec les ions Fe(Il) appelé ferroine (figure 12) et est utilisé
comme indicateur pour les titrages de sel de Fe(II). Ce complexe est soluble a pH basique et

peut étre mesuré par absorbance au maximum 508 a 510 nm. (Kolthoff et al., 1950)

o-Phenanthroline
o-Phenanthroline

Figure 12: Formation du complexe Fe+2-phenanthroline.
IV.4 Activités enzymatiques

Les différents organismes produisent une large variété d’enzymes spécifiques aux
différents substrats. Les enzymes sont des protéines quijouent le rdle de catalyseurs
biologiques et accélerent les réactions chimiques chez les organismes vivants. Les plantes
synthétisent des divers enzymes pour effectuer une variété¢ de fonctions métaboliques. Parmi
eux l'a-amylase, un complexe enzymatique qui catalyse 1'hydrolyse de 1'amidon en glucose
(Badot et Merlin, 1984). Le contrdle de l'activité catalytique de cette enzyme entraine une
diminution de la production de glucose. Cette activité a été réalisée pour évaluer 1'inhibition
de ’a-amylase pour l'utilisation d'extraits de certaines plantes pour le traitement de 1'obésité,
du diabete et des complications qui y sont associées (Gerrard et al., 2000).

IV.5. Activités anti-inflammatoires

L'activité anti-inflammatoire est une caractéristique bien connue de nombreuses espéces
végétales. L'inflammation est une réponse défensive naturelle de I’organisme a diverses
agressions (Rahmani et al.,2016). Plusieurs études ont montré que les composés
actifs présents dans les plantes ont des propriétés qui peuvent contribuer a réduire cette
inflammation excessive par l'inhibition des médiateurs de l'inflammation. Les extraits des
plantes au propriétés anti-inflammatoires sont utilisés dans une variétés de produits tels que
les compléments alimentaires, les pommades topiques, les infusions et les décoctions. Ils sont
parfois utilisés en tant que supplément ou en alternative aux médicaments anti-inflammatoires

traditionnels.
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CHAPITRE V : Matériels et méthodes

V.1. Matériel
V.1.1. Matériel végétale

Les organes végétaux sélectionnés pour faire I’extraction des especes utilisés dans cette
¢tude expérimentale sont les feuilles de Marrubium vulgare (MV)et les fruits d' Ocimum
basilicum (OB). Les échantillons ont été récoltées durant la période du mois de Mars 2023, au
niveau de la région EL Harrouche de la wilaya de Skikda (Algérie). Le matériel recueilli a été
séche¢ a température ambiante et protégé de la lumiére du soleil, dans le but de préserver autant
que possible l'intégrité¢ des molécules.

V.1.2. Matériel microbien
Les tests microbiens ont été effectués a I'aide des souches suivantes (tableau 3)

Tableau 3 : les souches microbienne utilisées

Souche Gram Référence
Escherichia coli _ ATCC 25922
Staphylococus aureus + ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa _ ATCC 27853
Candida albicans / /
Aspergillus niger / /

V.2. Méthodes d'analyse
Lors de la réalisation d'une étude, il est indispensable de suivre un protocole méthodique
et rigoureux pour parvenir a des résultats fiables et reproductibles. Ce qui suit est un plan
détaillé qui décrit les étapes et les procédures particuliéres mises en ceuvre pour mener a bien

notre étude (figure 12 ).
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Récolte de 1a matiére végétale

(Skikda, Mars 2023)

‘ Marrubium vulgare (feuilles) ‘ ’ Ocimum basilicum ( fruits) ‘

S &

‘ Quatre échantillons (séc et frais des deux espéces) ]

[ Broyage des échantillons seches J %
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- = ) .
' s h 4
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L

Figure 13: Schéma de la méthodologie suivis
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V.2.1. Préparations des extraits (Extraction solide-liquide)

a) Préparation des échantillons: Notre étude est effectuée sur les plantes séches et
fraiches des deux espéces. Les fruits de basilic(OBF /OBS) et les feuilles de Marrube blanc
(MVF/MVS)sont d’abord récoltées et trés bien nettoyées. Puis sécher a température ambiante et
protégé de la lumiére du soleil, dans le but de préserver autant que possible l'intégrité¢ des
molécules. Ensuite, des parties sont hachées en petits morceaux et I’outre sont broyées a 1’aide
un broyeur électrique en poudre fine pour faciliter 1’extraction.

b) Macération : Il s'agit d'un simple contact entre le substrat solide et le solvant . 40
de poudre des feuilles de Marrubium vulgare et d° Ocimum basilicum sont mises en
maceération dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 8 : 2 ; v/v) pendant 24 heures
sous agitation a une température ambiante . La quantité de matériel végétal obtenue (100,140
g) ( sans broyage) est également macérée selon le méme principe.

c) Filtration: Aprés ’extraction , chaque mélange est filter une fois sur coton
hydrophile et une fois sur du papier filtre pour éliminer les résidus solides et obtenir le liquide
extrait pur

d) Evaporation : le liquide extrait est ensuite évaporer par I’évaporateur rotatif sous
vide a 40°C pour ¢éliminer le solvant liquide et concentrer les composés souhaités .

e) Collecte et stockage: le produit final est récupéré par le méthanol et stocké dans
un contenant propre (flacon).

Toutes ces étapes sont illustrées dans la figure 14 ci-dessous.
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"

a. Macération b. Filtration

c. Evaporation d. Extrait brut

Figure 14: Etapes de ’extraction
V.2.2. Rendement d’extraction
Le poids de I’extrait sec est déterminer par la différence entre le poids du ballon plein

(apres évaporation ) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (Mohammedi, 2006)

[Rendement Ext % = MExt / MEch x 100 ]

MEXxt: Masse de I’extrait apres évaporation du solvant en g.

MEch: Masse de I’échantillon végétal en g.
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V.2.3. Analyse chimique
V.2.3.1. Détermination de la teneur en composés phénoliques
V.2.3.1.1. Dosage des polyphénols totaux

a) Principe
La teneur des extraits en polyphénols totaux est déterminée a l'aide de réactif de Folin
Ciocalteu (FCR) selon le protocole rapporté par Singleton et Rossi, (1965) par une
méthode de dosage adoptée au lecteur microplaque décrite par Miiller et al., (2010). Le
réactif Folin-Ciocalteu est constitu¢ d'un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040)
et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 11 est réduit lors de I'oxydation des phénols.
L'intensité de la couleur bleue est proportionnelle a la teneur en composés phénoliques du
milieu, avec un maximum d'absorption autour de 750-765 nm.

b) Procédure
On mélange 20ul d’extrait avec 100 pl de Folin-Ciocateu (dilué 1 /10eéme) et 75 ul de
carbonate de sodium (7,5%). Aprés une incubation a I’obscurité pendant 2h, la lecture est lue
a 765nm. Un blanc est préparé de la méme maniere en remplagant 1’extrait par le méthanol.
La teneur totale en polyphénols de I'extrait est exprimée en microgrammes d'acide gallique
par milligramme d'extrait.

c) Gamme d’étalonnage
Une gamme de sept concentrations d’acide gallique est effectuée parallélement dans les
mémes conditions opératoires a partir de la solution meére par la dilution de la solution mére
S1, Celle-ci est préparée en dissolvant 1 mg d'acide gallique dans 5 ml de méthanol. Les
dilutions sont préparées en éppendorfs de la fagon suivante:
25ug/ml — 25ul de S1+ 175ul de MeOH
50pg /m — 50ul de S1+ 150ul de MeOH
75pug/ml — 75ul de S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml — 100ul de S1+ 100pulde MeOH
125pg /ml — 125ul de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml — 150pl de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /ml — 175 plde S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml — 200ul de S1
Dans une microplaque 20 pl de chaque dilution avec 100ul FCR (1:10) et 75ul de NaxCOs

(7,5%). La plaque est ensuite incubée durant 2 heures et la lecture est effectuée a 765nm.
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Figure 15 : Courbe d’¢talonnage d’acide gallique

V.2.3.1.2. Dosage des flavonoides totaux

a) Principe
Les flavonoides produisent des complexes jaunatres pendant la chélation du métal. Les
compos¢s formés sont responsables de I’assimilation de la lumiére dans le visible laquelle est
proportionnelle a la concentration en flavonoides. Le dosage des flavonoides est réalisé selon
la méthode de Topgu et al., (2007) avec des modifications sur microplaque 96 puits.

b) Procédure
Le protocole consiste a mélanger dans chaque puit 50 ul de I’échantillon avec 130 ul de
méthanol, 10 ul d’acétate de potassium et 10 pl de nitrate d’aluminium. L’ensemble est
incubée a température ambiante pendant 40 min. Le blanc est préparé au moyen du
remplacement des réactifs par du méthanol (50ul extrait + 150ul méthanol). L’absorbance
des échantillons est lu a 415 nm et 'activité est calculée a I'aide de quercétine comme standard,

elle a été préparée de la méme facon que I'échantillon.
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c) Gamme d’étalonnage
1 mg de quercétine a été pris dissous dans 5 ml de méthanol Dans un éppendorf, afin d'obtenir
une solution mére (S1) d'une concentration égale a 0,2 mg ml. De cette solution, des diluations
sont préparées en eppendorfs de la fagon suivante:
Quercetin (25) — 25ul de S1+ 175ul de MeOH
Quercetin (50) — 50ul de S1+ 150ul de MeOH
Quercetin (75) — 75ul de S1+ 125ul de MeOH
Quercetin (100) — 100ul de S1+ 100ul de MeOH
Quercetin (125) — 125ul de S1+ 75ul de MeOH
Quercetin (150) — 150ul de S1+ 50ul de MeOH
Quercetin (175) — 175 pl de S1+ 25ul de MeOH
Quercetin (200) — 200ul de S1
On transfere 50 pl de chaque dilution dans une microplaque de 96 puits contenant 130 pl de
méthanol (MeOH), 10ul de la d’acétate de potassium (CH3COOK) et 10 pl de nitrate

d’aluminium (AI(NO3)2, 9H,0). Au bout de 40 minutes, on mesure 1’absorbance a 415 nm.

1.20
y =0.0048x
1.00 - R2=0.997
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de quercétine
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V.2.3.2. Evaluation in vitro de Pactivité antioxydante
Dans notre étude, la démonstration de l'activité anti-oxydante in vitro de nos extraits a

¢té menée a travers quatre activités, a savoir: le piégeage du radical libre DPPH+, le pi¢geage
du radical libre ABTS+, la méthode de la Réduction du fer FRAP (Ferric reducing-
antioxydant power) et I'Activité phénanathroline.

V.2.3.2.1. Activité du piégeage du radical libre DPPH
a. Principe
La capacité des extraits a réduire les radicaux libres de la DPPH est mesurée par la méthode
spectrophotométrie décrite par Blois, (1958). Le changement de couleur violet a jaunatre du
DPPH en présence de composés antiradicalaires met en évidence le potentiel antioxydant de
I'échantillon grace a sa capacité a piéger les radicaux libres.
b. Procédure
Dans une microplaque de 96 puits, Le test se fait par le mélange de 40ul d'échantillon dilué
dans des solutions de méthanol (dans des eppendorfs secs et stériles,une masse de 1mg
d’extrait est dissoute dans un volume de 1000 pl de méthanol) avec une solution de 160 ul du
DPPH. Le mélange est incubé pendant 30 min a I’abri de la lumicre. La lecture de
I’absorbance a 517 nm est réalisée par spectrophotométre des microplaques. Le blanc est
préparé de la méme mani¢re en remplagant 1’extrait par le méthanol. Un controle positif
représenté par une solution d’un antioxydant standard (le a-tocophérol, BHA, BHT). Le

pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon la formule suivante :

[ PI1% = (A Controle — A Extrait / A Controle) x 100 ]

A Controle : est 'absorbance de la réaction témoin contenant tous les réactifs a l'exception
de l'extrait.

A Extrait : est I'absorbance de la réaction contenant de 'extrait.
V.2.3.2.2. Piégeage du radical-cation ABTS+

a) Principe

Spectrophotométrique de 'activité de piégeage du radical ABTS a été effectuée en utilisant 1a
méthode de (Re et al., 1999). Ce test porte sur la production directe du bleuvert ABTS +

chromophore. Il a une absorption maximale a 734nm.
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b) Procédure
Dans une microplaque a 96 puits, 40 pl de chaque échantillon a différentes concentrations (une
quantité¢ de Img d’extrait est mis en solution dans un volume de 1000 pl de méthanol) sont
incubés avec 160 pl de la solution ABTS+ (réaction entre 7mM de la solution mere ABTS dans
l'eau et 2,45mM de persulfate de potassium (K2S203), stocké a l'obscurité a température
ambiante pendant 16h. Avant I'utilisation, 'ABTS a été diluée pour une absorbance de
0,703+£0,020 a 734 nm). Le blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions,
incubée pendant 10 minutes a température ambiante et a I’obscurité. Le tocophérol et le BHA
ont été utilisés comme étalons antioxydants. La capacité de capture I’ABTS+ a été calculée en

fonction de la réaction suivante :

[ PI1% = (AControle — AExtrait / A Controle) x 100 }

V.2.3.2.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)
a) Principe
La réduction du fer des extraits d’a été déterminée en utilisant la méthode de (Oyaizu, 1986).
Cette méthode est basée sur le changement de couleur de I'échantillon vers le bleu en fonction
du la puissance de réduction de chaque composé.
b) Procédure
Dans une microplaque a 96 puits, un mélange de 10 pl de I’extrait (4 mg /1 ml de méthanol),
40 pul d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) et a 50 ul d’une solution de ferrycianide de
potassium (1%) a été incubé dans I’étuve a 50°C pendant 20 min. Apres incubation, nous
avons ajouté 50 ul d’acide tri-chloroacétique (10%), 40 ul d’eau distillée et 10 ul de chlorure
de fer anhydre (0,1%). L’absorbance a été mesurée a 700 nm contre un blanc préparé d’une

maniere similaire en remplacant 1’extrait par du méthanol.
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V.2.3.2.4. Activité de réduction par formation du complexe Fe+2-Phenanthroline :
a) Principe
Sémalrement a celle du FRAP. Pour cet essai, nous avons utilis€ la méthode de
(SzydlowskaCzerniak et al., 2008). Le principe repose sur la formation du complexe O-
Phénanthroline-Fe2+ et sa perturbation en présence d'agents chélatants.
b) Procédure
Un mélange de 10 pl de I’échantillon (4mg de I’extrait a été dissoute dans 1000ul de
méthanol), 50 pl de chlorure de fer anhydre (0,2%), 30 ul de phénantroline (0,5%) et 110 ul
de méthanol. Le mélange résultant a été¢ incubé a 30°C pendant 20 min dans l'obscurité et
I’absorbance a été mesurée a 510 nm. Le BHT ont été utilisés comme standards.

V.2.3.3. Evaluation de I’activité enzymatique

V.2.3.3.1. Activité inhibitrice de I’a-amylase :
a) Principe
L'activité inhibitrice de l'a-amylase a été effectuée a l'aide de la méthode iode / iodure de
potassium (IKI) (G. Zengin et al.2014) avec certaines modifications.
L’a-amylase décompose I'amidon en composés moins complexes, incapables de réagir avec
L’iode. L'inhibition de la a-amylase par un inhibiteur provoque I'accumulation d'amidon qui
réagit par la suite avec 1'iode pour produire un complexe bleu-noir.
b) Réactifs
1- Enzyme a-amylase 1U.
2- Amidon 0.1% (mettre la solution dans la microonde a plusieurs cycles de 15 sec)
3- HC1 1M : Ajouter doucement a 45.83 ml d’eau, un volume de 4.17 ml d’HCL pure.
4- Solution IKI : -Dissoudre 3 gr de KI dans 100 ml d’eau ;
5 -Ajouter 127 mg d’iodine (5SmM), agiter jusqu’a dissolution compléte.
6- Tampon phosphate (pH 6.9) avec 6mM NaCl (35.1 mg NaCl pour 100 ml de tampon)
c) Procédure
Dans une microplaque, 25 pl de chacun des extraits sont mélangés avec 50 ul de solution
d'aamylase (1 U) La préparation est incubée a 37°C pendant 10 minutes. 50 pl d'amidon a 0,1
% est ajouté. Une seconde incubation pendant 10 minutes a 37 °C est réalisée. Une addition

de 25ul HC1 (1M) et 100ul de IKI est effectuée pour une lecture a 630 nm.
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d) Calcul de pourcentage d’inhibition

Le calcul du pourcentage d'inhibition est effectué¢ a l'aide de la formule suivante :

[ %INH=1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/(Ac-Ae)] }

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+ Amidon+IKI+HCI]
Ab=Absorbance [Extrait+IKI+125ul de tampon]

V.2.3.4. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro

V.2.3.4.1. Préparation de la suspension des globules rouges (érythrocytes)

Des rats males de souche Wistar albinos ont été utilisés pour prélever du sang frais a 'aide
d'une seringue graduée. Ce sang a ensuite été placé dans des tubes héparine et centrifugé a
1300 g pendant 10 minutes a une température de 4°C. Cette centrifugation permet de séparer
les globules rouges des autres composants sanguins. Apres ¢limination du liquide supérieur, le
sédiment obtenu a été récupéré et lavé trois fois avec une solution d'eau physiologique (0,9%)
a température ambiante. Chaque lavage a été effectué en centrifugeant a 1300 g pendant 5
minutes. Le sédiment obtenu aprés la derniére centrifugation a été resuspendu dans une
solution de tampon phosphate salin (PBS) a pH 7,4. Le ratio utilisé était d'un volume de
sédiment pour 9 volumes de PBS, ce qui a permis d'obtenir un hématocrite de 10% (v/v).

V.2.3.4.1.1. Innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire

Des extraits aqueux de plantes dissous dans une solution de NaCl a 0,9% ont été
mélangés avec un tampon phosphate non salin a un pH de 7,4 et a une concentration de 0,15
M, dans des tubes a essais. Ensuite, une solution hyposaline contenant du NaCl a 0,36% a été
ajoutée au mélange, suivi d'une incubation a une température de 37 °C pendant une durée de
20 minutes. Apres cela, une suspension d'érythrocytes a une concentration de 10% a été
ajoutée dans chaque tube, suivi d'une incubation a une température de 56 °C pendant 30
minutes. Les tubes ont été ensuite placés dans de 1'eau ambiante pendant 20 minutes pour
arréter la réaction, puis centrifugés a une force de 1300g pendant 10 minutes. La mesure de
l'absorbance du liquide surnageant a été effectuée a une longueur d'onde de 560 nm a l'aide
d'un spectrophotometre.

Le contrdle consistait en un mélange contenant une solution hyposaline, un tampon
phosphate PBS, une suspension de globules rouges et de 1'eau physiologique, dans les mémes

proportions. Pour chaque concentration d'extrait ou de substance standard, un blanc a été
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préparé pour ¢liminer I'absorbance provenant de I'extrait et du tampon PBS dans les résultats
obtenus. L'acide gallique, utilis¢ comme molécule de traitement anti-inflammatoire, a été testé

a différentes concentrations (0-800 g/ml), similaires a celles de I'extrait.

[ Pourcentage d'hémolyse (%) = [Dor - DOc-/ Doc+| X 100 ]

DOE: Densité optique de I'échantillon
Doc: Densité du controle négatif
Doc+: Densité du controle positif

V.2.3.4.1.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges :

a) Principe

Le test repose sur l'utilisation d'extraits aqueux des plantes étudiées afin de déterminer leur
effet sur la stabilisation des érythrocytes. Ceux-ci sont préalablement soumis a une hémolyse
provoquée par une solution hypotonique combinée a une température ¢levée (Ganesh
Gadamsetty et al., 2013).

b) Mode opératoire
Pour ce test, une gamme de concentrations des extraits allant de 0 a 8 mg/ml a été préparée
dans un tampon phosphate salin (pH 7,4 ; 0,9% NaCl). 1.6 ml de différentes concentrations
des deux extraits a tester a ét€ mélangée avec 0.4 ml de la suspension de globules rouges a
10 %. Le mélange a été incubé a 37°C pendant 30 min, puis centrifugé a 1300g pendant 10
min.
L’absorbance du surnageant a été lu a 540 nm, a I’aide d’un spectrophotometre. En respectant
les mémes conditions expérimentales, un contrdle incluant 0.4 ml de la suspension de
globules rouges et 1.6 ml d’eau physiologique ou de I’eau distillé, a la place de I’extrait, a
¢été préparé pour vérifier 1’état des globules rouges ou le 100 % d’hémolyse, respectivement.
Le diclofénac est utilisé¢ dans les mémes conditions.
Pour chaque concentration d’extrait ou de standard, un blanc constitué de 1.6 ml d’extrait
et de 0,4 ml de tampon phosphate salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl) est préparé, qui a pour
but de soustraire I’absorbance de I’extrait et du PBS des résultats obtenus. Les pourcentages

d’hémolyses de chacune des concentrations utilisées sont calculés :

C inhibition de I’hémolyse % = ((Ac _ At) / Ac) * 100 )

Ac : absorbance de control

At : absorbance de I’échantillon (test) .
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V.2.3.5. Evaluation de I'activités antibactériennes et antifongiques

Ces tests sont réalisés au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de 1'Université des fréres Mentouri Constantine. Notre
objectif est déterminé parmi les extraits que nous avons étudiés, ceux qui avaient le plus grand
effet inhibiteur sur la croissance bactérienne.

Ces activités ont été évalués par la méthode des disques de diffusion sur différentes
souches bactériennes : Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ,
Staphylococcus aureus ATCC 5538 et souche fongique : Candida albicans et Aspergillus niger.

a) Mode opératoire

La méthode est basée sur 1'utilisation des disques de papier Whatman n°1 d'un diamétre
de 6 mm (figure 15). Les disques ont été imprégnés de différentes solutions de I'extrait dissous
dans du DMSO (diméthylsulfoxyde). Le milieu de culture Muler-Hinton sous lest utilisées
pour les bactéries et le sabouraud pour les moisissures. Les milieux sont coulés sous la haute
dans les boites de pétri. Apres solidification du milieu de culture, 1 ml de chaque suspension
microbienne a été étalé a la surface du milieu gélose au moyen d'une pipette de pasteurisation
stérile. Apres l'ensemencement de I'agar nutritif, les disques sont trempés dans chaque extrait
(Ocimum basilicum et Marrubium vulgare), puis disposés sur la surface de la gélose (4

disques/par boite) a I'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen.

Figure 17 : Etape de la méthode des disques

b) Incubation
Les boites sont incubées a 37°C entre 18 a 24 heures pour les bactéries et a 30°C pendant 2-

3 jours pour les champignons.
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c) Lecture

En cas de toxicité pour I'espece, une zone d'inhibition ou un halo clair se forme autour du
disque. La lecture est effectuée en mesurant le diametre de la zone d'inhibition autour du

disque et considérée comme un résultat positif.
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CHAPITRES VI : Résultats et discussions

VI.1. Détermination du rendement de I’extraction
Les rendements d'extraction sont illustrés dans (tableau 4) suivant :

Tableau 4 : Rendements d’extraction des différents extraits végétaux( MVF/MVS et OBF/OBS).

Masse
Masse
de la
de Rendement
matiére Couleur/aspect
Extraits I’extraits (%)
végétale
)
(®
Marrubium vulgare
14.74 14.74
frais (MVF) 100 Vert/Feuilles
Marrubium vulgare 55
sec (MVS) 40 Vert/Poudreux ' 11.37
Ocimum basilicum
frais (OBF) 140 Pourpre / Fruit 17.3 12.35
Ocimum basilicum
sec (OBS)
40 Pourpre/Poudreux 10.22 25.55

L’analyse de ce tableau montre que ces rendements varient d’un extrait a 1’autre.Ces
rendements sont compris entre 11.37 £25.55 %. Cette variabilité peut étre attribuable a de
nombreux facteurs, tels que le contenu chimique de chaque espece, la saison de la récolte, la
durée et les conditions de stockage et 1’origine géographique de la plante (température et
composition du sol) (Bruneton, 1993; Bennadja et al., 2013). En plus de la méthode

d’extraction, peut avoir un effet sur la diffusion du solvant dans la poudre de la plante dans
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I’étape de macération et probablement, la nature des solvants utilisés pour 1’extraction a aussi

une influence.
VI.2. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a ¢été réaliser en utilisant la méthode
spectrophotométrique (figure 18) adapté de Muller et al.,(2010), qui implique
I'utilisation du réactif de follin .Les teneurs sont calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage de I’acide gallique (figure 19) exprimées en microgramme (ug) équivalent

d’acide gallique par milligramme d’extrait d’extrait pg GAE/mg .

Figure 18 : Résultats de dosage des polyphénols totaux .
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Figure 19: Histogramme de dosage des polyphénols totaux.

Notre étude a montré ¢ que les Fruits d’Ocimum basilicum (OB) sont riche en poly
phénols dont I'extrait (OBF) a une excellente activite (134. 88 +£17.67) par rapport a I'extrait
(OBS) (1327, 51+ 10.61) de la méme plante. Ses résultats s’acordent pas avec les résultats
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de (Tuong et al., 2020) qui ont révélé que l'espece d'Ocimum basilicum n'est pas riche en
polyphénols et ont obtenu des teneurs tres faible avec I'extrait éthanolique (0.92 mg GAE/g),
l'extrait méthanolique (1.4 mg GAE/g), l'extrait acétonique (0.89 mg GAE/g) et l'extrait
aqueux (0.70 mg GAE/g) et on a constaté que les valeurs de variations du contenu total en
polyphénol de I’OB sont plus élevées que les variations du contenu de Marrubium vulgare
(MYV) d'autre part la teneur des feuilles de MV est trés faitle dans I'extrait (MVF) (24,49 +284)
contrairement au extrait ((PS) (135,76 + 10,95 phénolc comparaison avec 1’étude faite
par Bouterfas et al., (2013)les concentrations moyennes en phénols totaux notées sur les
feuilles séches pendant la période de végétation (0,189 g EAG /g de matiére seéche) et la période
de floraison (0,157 g EAG /g de matiére séche) et des concentrations moyennes en phénols
totaux notées sur les fleurs (0,032 g EAG/g de matiere seche), par les feuilles fraiches (0,024
g EAG/g de matiere seche) pendant la période de végétation et la période de floraison (0,023
g EAG/g de matiere séche) ses résultats sont complétement différente par rapport a nos
résultats car le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous l'influence de
divers facteurs parmi lesquels la variété, le climat, la localisation géographique (Ryan et al.,
1999;Benlarbi, 2004), les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la
plante (Park & Cha, 2003) la température et le solvant d'extraction (Sousa et al., 2008;
Conde et al., 2009).

VI.3. Dosage des Flavonoides totaux
Le dosage quantitatif des flavonoides totaux des extraits bruts a été réalisé par la
méthode spectrophotométrique de Topcu et al.,(2007) avec quelque modifications
(figure 20). Les teneurs des flavonoides totaux dans les extraits sont exprimées en

microgramme (pg) équivalent de Quercétine par mg d’extrait (ug EQ) (figure 21).

Figure 20 : Résultats de dosage des flavonoides totaux
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Figure 21 : Histogramme de dosages des flavonoides totaux

On Remarque pour la plante MV, ’extrait (MVS) est riche en flavonoides (90,55+6,29)
par rapport a ’extrait (MVF) (47,98 £2,34 ), les travaux de Kouchache Hadjer et Diar Hind.,
(2021) ont révelé la quantité de flavonoide de la fraction BUT a révélé une valeur de 180,14 g
EAG/mg qui a été supérieur a la fraction ACT avec valeur de 79,17 g EAG/mg. Par contre pour
la plante d’OB 1’extrait (OBS) est 1égérement plus riche en flavonoide par rapport a I’extrait
(OBF) (48,95 £5,59 contre 41,87 £12,1) ces résultats sont corroborés a ceux de

Messai et Haddada., (2022) qui ont montré une teneur de ( 46,084+0,05 ) de I’extrait hydro-
alcoolique qui est superieur a la teneur de I’extrait aqueux ( 41,787 £0,01) En comparant les
deux plantes, on peut constater que MV posséde des teneurs en flavonoide supérieur a ceux de
d’OB ,ces résultats ne sont pas en corrélation avec ceux des polyphénols ces variations des
teneurs en composés phénoliques et flavonoides entre espece du méme genre sont lice a
plusieurs facteurs tels que les facteurs environnementaux, biogénique stade de maturation ou

période de stockage (Nicolétti et al., 2015).
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VI1.4. Evaluation du P’activité antioxydante
VI1.4.1. Test DPPH
Dans cette étude, nous avons évalué a 1’aide d’un lecteur de microplaque 1’activité
anti-radicalaire des quatresextraits, enmesurants leurs concentrations inhibitrices a 50%
(IC50).nous avons utilisé la capacité de ces extraits a réduire le radical DPPH , par rapport a
des antioxydants standards trolox et 1’acide ascorbic, plus la valeur IC50 est faible, plus
I’activité antioxydante est ¢levée (Jadid et al., 2017). En suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune (figure 22).

Figure 22 : La plaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH) des extraits

étudiés
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Figure 23 : Histogramme des taux d’inhibition du radical DPPH par les extraits d’OB

et MV
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D'aprés les résultats obtenus (figure 23), on constate que les deux plantes possédent une
faible activité anti-radicalaire dont les plus ¢levé sont celles de MV avec des valeurs identique
(MVF= 24,44 +0,15 / MVS=23,34 +£0,62) , les travaux de Nawel et al, 2013 ont montré que
les deux fractions butanolique et act des feuilles de Marrubium vulgare sont actives avec une

Valeur de IC50 des deux fractions est de 0,13879 ug/ml.Les IC50 de Trolox(5,12 +0,21) /
ascorbic acid (4,39 +0,01) utilis¢ comme molécule de référence, sont largement inférieur a
celles des extraits testé et donc des activités antioxydante tres élevées. Tandis que las 2 extraits
d'OB ont manifesté une faible activité radicalaire. Nous avons remarqué que pour La
Concentration de 200 ug/ml. Les standars ont révélé les pourcentages d'inhibitions de DPPH
Suivants : pour Trolox (87,72 £0,47), Ascorbic alid (86,36 +£0,21) a la méme concentration. Les
4 extrait ont montrait des résultats presque similaire (83,56 +3,19/ 80,21+ 3,14 /81.23
+1.03/82,67+1,54). Enfin, d'aprés les résultats, les extraits ne présentent pas des activités
antioxydante importante par comparaison a ceux des standards.

Plusieurs auteurs ont observé que Marrubium vulgare possede une activité antioxydante
attribuable a ses composants polyphénoliques, qui jouent un role crucial en tant que donateurs
d'¢lectrons dotés d'une capacité antioxydante significative.

VI1.4.2. Test ABTS+

Selon Re et al., (1999), la méthode de piégeage des radicaux ABTS est une approche
optimale pour évaluer l'activité antioxydante totale des extraits de plantes en mesurant leur
capacité a inhiber le radical ABTS. L'ajout des extraits ou des molécules de référence telles
que le trolox et I’acide ascorbic entraine une diminution de la couleur de la solution, indiquant
ainsi la présence d'une activité antioxydante dans les échantillons. Cette diminution de couleur
(figure 24) est ensuite mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaque a une longueur d'onde de

734 nm.
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Figure 24 : La plaque de dosage de I’activité du piégeage du cation radical ABTS des
extraits (MV /OB)
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Figure 25 : Histogramme de taux d’inhibition du radical ABTS par les extraits d’OB et
MV

D'aprés les résultats (figure 25) les extraits (FF/FS) ont considérablement réduit le radical
ABTS, et leur Valeurs des IC50 sont proches a celle duen revanche les autres extraits (PS /PF)
ont Faiblement réduit le radical ABTS . L’extrait (FF) a manifesté un IC50= 29, 27 £1.49) 9
fois plus faible que LES STANDARDS trolox (3,21+0.06) et d'acide ascorbic (3,04 + 0.05) est
10 fois plus faible pour (F.S), en comparaison avec 1’étude faite par Messai et Haddada, 2022
les résultats ont montré que I’extrait hydro-alcoolique Possede un pouvoir anti-radicalaire le

plus actif (IC50=4.28+047).
47



CHAPITRES VI Résultats et discussions

VI1.4.3. Test FRAP
Le suivi de cette activité repose sur la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe+3)
de couleur jaune en fer ferreux (Fe+2) de couleur bleu verte (figure 26). Cette conversion est
mesurée en évaluant les valeurs des A0,50 et en les comparant aux standards

tels que I’acide ascorbique et le trolox.

Figure 26 : Plaque de dosage de ’activité de pouvoir réducteur (FRAP) des extraits

étudiés
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Figure 27 : Histogramme d’absorbance du pouvoir réducteur par les extraits d’OB et

MV

L’Histogramme (figure 27) résulte que les extraits des deux plante OB et MV
renferment un pouvoir réducteur dont le plus ¢élevé a été prouvé par ’extrait OBS (42,387

+0.401). En comparaison avec les résultats de Messai et Heddada, (2022) qui montre que le
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pouvoir réducteur le plus élevé est enregistré par 1’extrait aqueux d’OB (11,61+0,16) en
revanche les 3 autres extraits présente des valeurs largement supérieur que celle exprimée par
Le Trolox (5,21 +0,27) et acid ascorbic (3,08+ 0,02) alors ils sont loin d’étre comparé avec eux.
V1.4.4. Test phénantroline
La méthode repose sur la conversion du fer en Fe*" qui réagit ensuite avec la
phénantrolinr pour former un complexe de couleur rouge orangé (figure 23) qui est mesurée
par spectrophotométre a 510 nm, les résultats obtenus a partir des extraits ainsi que des

standards Trolox et I’acide ascorbique sont presents dans la figure ci-dessous

Figure 28 : La plaque de dosage de I’activité de réduction par la formation du

complexe Fe+2 - phénantroline par les extraits d’OB et MV

Le résultats (figure 29) montre que la concentration des quatre extraits des plantes A0,5 est
supérieure a 200 ug/ml. Cette valeur indique la capacité des extraits de plante a réduire les ions
fer (Fe2+) en formant un complexe avec la phénanthroline. Comparativement, les résultats des
standards Trolox et I'acide ascorbique ont €té obtenus avec des valeurs de 5,21 £ 0,27 et 3,08 +
0,02 respectivement. Ces valeurs représentent la capacité antioxydante connue de ces
substances et servent de référence pour évaluer l'activité antioxydante des extraits de plante.
Dans ce cas, les quatres extraits des plantes semble présenter une activité antioxydante
supérieure a celle du Trolox et de l'acide ascorbique, comme le montre la valeur A0,5 > 200

pg/ml.
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VLS. Evaluation de ’activité enzymatique

VIL.5.1. Activité inhibitrice de l'alpha-amylase
Ce test est bas¢ sur Dactivité inhibitrice de 1’enzyme alpha-amylase par la
détermination des concentrations inhibitrices Clso par rapport au standard I’acarbose en se
basant sur la capacité d’une substance a inhiber cette enzyme, ce qui a permis d’obtenir les

résultats suivants (figure 30) :

Figure 29 : La plaque de dosage de I’activité inhibitrice de 1’alpha amylase

On a réalis¢ des tests d'activité¢ inhibitrice de l'alpha-amylase sur différents extraits
(MVS /MVEF, OBS/OBF) des deux plantes ainsi que sur l'acarbose. Les résultats (figure 31)
indiquent que les extraits testés ont tous une IC50 supérieure a 400 ug/ml, ce qui signifie qu'ils
n’ont une activité inhibitrice de I'alpha-amylase.

En revanche, l'acarbose a montré une IC50 de 3650,93 + 10,70 ug/ml. L'acarbose est un
Médicament utilisé pour traiter le diabéte de type 2. Il fonctionne en inhibant I'alpha-amylase,
une enzyme qui décompose les glucides complexes en sucres simples. En inhibant cette
enzyme, l'acarbose retarde l'absorption des glucides dans l'intestin, ce qui aide a contrdler la
glycémie chez les personnes atteintes de diabete. Il semble que 'acarbose soit plus efficace que
les extraits testés dans cette étude, car sa valeur d'IC50 est plus faible.

Par ailleurs, une étude de Bouasla et Rebaia , 2018 sur les extraits des deux plantes de
Lavandula multifida (une espéce de la famille des Lamiaceae) récoltée de deux régions a donné
que l’activité inhibitrice d’alpha amylase a été enregistrée uniquement au niveau de 1’extrait
hydrométhanolique avec une (Clso=64,17+1,81 png/ml). Cette activité est cinquante-six fois
supérieure a celle du standard 1’acarbose (Cls0=3650,93+10,70 pg/ml), de plus une étude sur
I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum de 1'Arabie Saoudite a montré une activité inhibitrice

d’alpha-amylase égale a 42,50 mg/ml (El-Beshbishy et Bahashwan, 2012).
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VI1.6. Evaluation de I’activité anti-inflammatoires
VI1.6.1. Innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire

Afin d'étudier l'activité anti-hémolytique, il était essentiel d'évaluer également
l'innocuité des extraits vis-a-vis des cellules érythrocytaires. Cette évaluation permet
de déterminer les concentrations appropriées a utiliser. Les taux d'hémolyse ont été
mesurés en incubant les érythrocytes avec les quatre extraits des plantes. Un témoin
positif (érythrocytes avec de 1'eau distillée) et un témoin négatif (érythrocytes avec un
tampon phosphate salin) ont été utilisés comme références pour calculer les taux

d'hémolyse obtenus. Les résultats présentés dans la figure suivante (figure 31) :

Concentration en mg/ml

120.00

100.00 m Diclofecac
80.00 Acide Gallique
60.00 EXTF.S
40.00 EXTF.F
20.00 EXTP.F

000 | = = - = | EXTP.S

-20.00 0.125 0.25 0.5 1 2 4

Figure 30 : Histogramme présente 1’innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule

érythrocytes

D’apres les résultats, il est observeé que le diclofenac présente une activité hémolytique
significativement plus élevée que 1’acide gallique, jusqu’un effet maximale de
103.99% a une concentration de 4mg/ml . De plus les résultats que nous avons obtenus
montrent que I’OB présente une faible activité hémolytique qui n’a pas dépassée
7.48% pour I’extrait FS et une activité hémolytique modéré qui n’a pas dépassée
8.64% a des concentration variante de 0.125 4 4mg/ml . Il a également été observé un
taux d’hémolyse faible dans des concentration allons de 0.125 a 1 pour I’extrait MVF
,et de 0.125 4 0.5 pour I’extrait MVS , mais un taux tres €élevé dans les autres
concentrations jusqu’un effet maximale de 76.53% de I’extrait MVF. Ses résultats sont
en accord avec les travaux de Belalitet et al., (2019) qui ont révélé que la plante

M.vulgare possédeune activité anti-hémolytique efficace.
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V1.6.2. Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress osmotique associé¢ a

un stress thermique
Afin d'évaluer l'effet anti-inflammatoire in vitro des quatres extraits des plantes (
MVS/ MVF / OBS / OBF ) ,un test a été employée pour mesurer leur effet anti-
hémolytique. Ce test implique la stabilisation des membranes des globules rouges pour
¢viter leur hémolyse, qui est provoquée par une solution hypotonique et la chaleur.
Lorsque les membranes des globules rouges sont désorganisées, 1'hémoglobine est
libérée, ce qui colore le surnageant en rouge, proportionnellement au degré d'hémolyse.
Les résultats présentent l'effet protecteur des extraits contre 'hémolyse induite par la
solution hypotonique et la chaleur. L'acide gallique est utilis¢é comme molécule de

référence pour le traitement anti-inflammatoire.

90.00 +
80.00 -
70.00 -
60.00 - m Acide Gallique
50.00 - EXTFS
40.00 - BEXTFF
3000 - = EXT PS
20.00 - = EXT PF
= Lt Lot L b
0.00 -

6.25 12.5 25 50 100 200 400 800

Figure 31: Histogramme represente Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress

osmotique associé a un stress thermique

Les résultats obtenus (figure 31) indiquent que I’acide gallique exerce un effet protecteur
dont I’intensité augmente graduellement avec la concentration, jusqu’a un effet maximal
de 78,47 % a une concentration de 200pg/ml. Cependant cet effet protecteur a commencé
a diminuer légerement a partir de 400pg/ml. Par conséquent, 1’effet de 1’acide gallique
contre I’hémolyse est particulierement significatif a faible concentrations. De plus,
I’extrait OBS et MVS ont montré des activités maximales de 49,93% et de 37,63%
respectivement, a une concentration de 800 pg/ml, tandis que 1’extrait OBF et MVF ont

montré des activités de 25,43% et de 31,87% respectivement.

52



CHAPITRES VI Résultats et discussions

Pour I’extrait OBS, I’augmentation progressive des valeurs avec l'accroissement des
concentrations suggére un effet protecteur potentiel contre le stress osmotique et
thermique.
L’extrait OBF montre également une amélioration significative des valeurs avec les
concentrations croissantes, indiquant un effet protecteur potentiel.
Cependant, I’extrait MVS présente une diminution de son effet protecteur en augmentant
les concentrations, peut-étre di a I’effet protecteur limité contre le stress osmotique et
thermique.
L’extrait MVF a augmenté progressivement jusqu'a la concentration de 100 pg/ml, au-
dela, cet effet protecteur a diminuer légérement. Cela suggere une possible limite de
l'effet protecteur a des concentrations plus €levées.
L’analyse de ces résultats indique que la plantes de M vulagre présente un effet anti-
hémolytique supérieur a celui d’O basilicum .
Des ¢études faites par Bouchekhou Rania & Bouziaia Wiame.,(2022) sur un espece de
la famille des lamiacées montre que tous les extraits (microonde, reflux, ultrason)
montrent une activité protectrice trés importante et supérieure a celle du standard utilisé
a faibles concentration. L'extrait micro-onde a présenté un effet trés important 94.47%
+ 0.07 en comparant avec les autres extraits (reflux 94.21% =+ 0.33 ; ultrason 93.99%
+0.26).
VI1.7. Evaluation de ’activité antibactérienne
Le diametre de la zone inhibitrice varie d'une bactérie a I'autre ainsi que d'un extrait a
l'autre. Ponce et al., (2003) fournissent 1'échelle d'estimation de l'activité antibactérienne. Le
diameétre des zones inhibant la croissance bactérienne a été catégorisé comme suit :
souche non sensible (-): D<8 mm
souche sensible (+): 9<D< 14 mm
souche treés sensible (++): 15<D < 19 mm
souche extrémement sensible (+++): D > 20 mm
Les résultats obtenus sont résumés sous forme des tableaux suivants (tableau 5) (tableau

6) (tableau 7)
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Tableau 5 : Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Marrubium vulgare

contre la culture de Pseudomonas aeruginosa

Les extraits Concentration Apparition de la Diametre de la
(mg/ml) zone d’inhibition zone d’inhibition
(mm)
0.5 + 12.5
Ocimum 1 + 12
basilicum frais 1.5 + 14.5
(OBF) 2 + 12.5
0.5 _ 7
Ocimum 1 _ 7
basilicum secs 1.5 _ 7
(OBS) 2 _ 7
0.5 _ 7
Marrubium 1 _ 7
vulgare frais 1.5 _ 7
(MVF) 2 _ 7
0.5 1 10
Marrubium 1 + 11
vulgare secs 1.5 + 10.5
(MVS) 2 1 12
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Tableau 6 :Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Marrubium vulgare

contre la culture de Staphylococcus aureus

Apparition de Diameétre de
Les extraits Concentration la zone la zone
(mg/ml) d’inhibition d’inhibition
(mm)
0.5 ++ 17
Ocimum 1 ++ 16.5
basilicum 1.5 + 11.5
frais (OBF) 2 _ 7
0.5 + 13.5
Ocimum 1 F 11.5
basilicum 1.5 F 11
secs (OBS) 2 + 14
0.5 + 9
Marrubium 1 ++ 17
vulgare 1.5 ++ 16
frais(MVF) 2 + 14
0.5 _ 8
Marrubium 1 + 9.5
vulgare 1.5 + 9.5
secs(MV'S) 2 + 9
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Tableau 7: Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Marrubium vulgare
contre la culture Escherichia coli

Escherichia coli ATCC 8739

Concentration Apparition de Diameétre de la
Les extraits (mg/ml) la zone zone
d’inhibition d’inhibition
(mm)
0.5 + 9.5
Ocimum 1 + 9
basilicum 1.5 + 10
frais (OBF) 2 ++ 17
0.5 A 12.5
Ocimum 1 + 9
basilicum secs 1.5 + 10.5
(OBS) 2 + 13
0.5 + 10
Marrubium 1 ++ 15.5
vulgare frais 1.5 + 9
(MVF) 2 +++ 20
0.5 < 13
Marrubium 1 _ 7
vulgare secs 1.5 . 7
(MVS) 2 < 10.5
> Pouvoir antibactérien vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa

l'activité des divers extraits est variable (figure 31). Ocimum Basilicum frais (OBF) a
une activité moyenne vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa dont les diametres moyens varies
entre 12.5mm et 14.5mm a différentes concentrations. Alors que la plante séchée (MVS )ne
réagisse pas de la méme facon que la plante fraiche (MV'F), cela n'a aucun effet sur la croissance
de la souche pour Marrubium vulgare , dans le cas de la plante fraiche, les résultats montrent
l'absence d'activité de la plante contre la souches utilisées. D'autre part, la plante séche a montré
une activité variée de moyens de 10mm et 12mm . la souche microbienne est sensible a celle-

ci.
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Figure 32: Résultats de test antibactérien vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa

> Pouvoir antibactérien vis-a-vis Staphylococcus aureus

Les quatre extraits ont montré un large spectre d’action sur Staphylococcus aureus
(figaure 32). Pour | Ocimum basilicum , le diamétre des plus grandes zones d'inhibition est
observé sur les extraits frais de moyennes de 17 mm . Pour le Marrubium vulgare, il réagit de
la méme maniére qu'Ocimum Basilicum. le diamétre des zones d'inhibition les plus importantes

est observé sur ’OBF de moyennes de 17 mm.

Figure 33 : Résultats de test antibactérien vis-a-vis Staphylococcus aureus

> Pouvoir antibactérien vis-a-vis Escherichia coli

Les quatre extraits ont un impact important sur la souche d'Escherichia coli testée (figure
33), expressément pour les extraits frais .I’OBF agit bien sur la bactérie, il a démontré une
action développée de diametre 17 mm. alors que le Marrubium vulgare frais(MV'F)
Présente une activité antibactérienne hautement développée, une zone d'inhibition de 20 mm de

diametre a été observée. la souche est extrémement sensible pour la plante.
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Figure 34 : Résultats de test antibactérien vis-a-vis Escherichia coli

VI1.8. Evaluation de ’activité antifongique

Apreés 48 heures d'incubation a 30 °C, nous faisons une comparaison avec le témoin. Nos
b

résultats sont présentés dans les (tableau 8) (tableau 9).

Tableau 8 : inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Marrubium vulgare sur la
culture de Candida albicans

Apparition de Diamétre de la
Les extraits Concentration la zone zone
(mg/ml) d’inhibition d’inhibition

(mm)

0.5 ++ 15.5

Ocimum 1 ++ 16.5

basilicum 1.5 + 13.5
frais (OBF) 2 ++ 15

0.5 ++ 17.5

Ocimum 1 + 11.5
basilicum 1.5 I 11

secs (OBS) 2 ++ 17.5
0.5 _ 7
Marrubium 1 _ 7
vulgare frais 1.5 _ 7
(MVF) 2 _ 7

0.5 + 12.5

Marrubium 1 dbk 21.5
vulgare 1.5 _ 7
secs(MV'S) 2 ++ 15
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Tableau 9 : Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Marrubium vulgare
sur la culture de Aspergillus niger

Les extraits

0.5 _
Ocimum 1 _
basilicum frais 1.5 _
(OBF) 2 _
0.5 _
Ocimum 1 _
basilicum secs 1.5 _
(OBS) 2 _
0.5 +
Marrubium 1 _
vulgare frais 1.5 _
(MVF) 2 _
0.5 _
Marrubium 1 .
vulgare secs 1.5 _
MVS) 2 B

> Pouvoir antifongiques vis-a-vis Candida albicans

Les résultats (figure 34) montre que le OBF et séché a montré un fort effet antifongique
contre Candida avec une large zone d'inhibition d'un diameétre de 17,5 mm. D'autre part le
Marrubium vulgare était trés actifs contre la souche just avec l'extraits MVS qui a marqué une

zone d'inhibition de 21.5 mm a la différence de 'extrait frais qui marquait des zones inhibitrices

de 7 mm.

Aspergillus niger
Concentration Apparition de
(mg/ml) la zone

d’inhibition

Diamétre de la
zone
d’inhibition
(mm)

7

N NN 0 0 0 0

e N B B e -aNe)

59



CHAPITRES VI Résultats et discussions

Figure 35 : Résultats de test antifongique vis-a-vis Candida albicans
> Pouvoir antifongiques vis-a-vis Aspergillus niger
L'Aspergillus ne présente aucune sensibilité pour les quatre extraits (figure 35). Dans le
Marrubium vulgare frais, seule une activité antifongique significative a été observée a de tres
faibles concentrations avec un diametre de zoned'inhibition de 21.5 mm a la différence de

l'extrait frais qui marquait des zones inhibitrices de 7 mm.

Figure 36 : Résultats de test antifongique vis-a-vis Aspergillus niger
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VI.8. Discussion des résultats de 1’activité antibactérien et antifongiques

> Ocimum basilicum

Nos résultats d’Ocimum basilicum ont étés comparé avec ceux de I'étude de TLILI et
BENTAYEB, 2017 qui a mentionné [’activité antibactérienne des huiles essentielles d’O.
basilicum L. sur les trois souches de bactéries (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923), Les résultats indiquent une
activité antibactérienne significative contre deux souches bactériennes, a l'exception de

Pseudomonas.

Une autre étude menée par Moghaddam et al., 2011 traite des propriétés
antibactériennes de I'huile essentielle de basilic ont été étudiées sur les bactéries gram-
négatives standards dont Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, et les bactéries gram-
positives dont Staphylococcus aureus par méthode de diffusion sur disque Les résultats ont
montré les zones d'inhibition comme suit : S. aureus 29,20-30,56 mm, E. coli 17,48-23,58 mm

et pour P. aeruginosa les zones d'inhibition maximales ont été observées.

Duraipandiyan et Ignachimuthu, 2011 découverts que les extraits de méthanol
Ocimum basilicum n'étaient pas efficaces contre Aspergillus Niger lors d'un test de diffusion
de puits.

Ahmet et al, 2005 ont déterminé que les extraits méthanoliques d'Ocimum basilicum agissant
contre Candida albicans

> Marrubium vulgare

L’¢étude de Zouaoui et Sadallah, (2020) l'activité antibactérienne a été étudiée vis-a-vis
des souches du : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, et Staphylococcus aureus qui se
sont révélées sensibles a l'extrait a I'exception de Pseudomonas aeruginosa qui s'est montrée
plus résistante. L 'é¢tude de Hamadeche, 2011 sur le Marrube blanc avec les mémes souches
qui on a choisis est également signalé que Les souches bactériennes a Gram positif sont plus
sensibles aux extraits comparativement a celles & Gram négatif.

Une étude de Bouterfas et al., (2016) sur ’activité antifongique des flavonoides extraits des
feuilles de Marrubium vulgare vis-a-vis de deux souches fongiques ; Aspergillus niger ATCC
16404 et Candida albicans ATCC 102311. Les résultats ont montré que il y a une activité
antifongique contre Candida albicans. De nombreux facteurs peuvent expliquer la variation

des résultats de I'inhibition de la croissance des souches tels que les méthodes d’extraction, la
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concentration des extraits brut , la fraction utilisée, la composition du contenu de la plante, les

variations saisonni€res ainsi que 1’origine géographique de la plante ( Ahmed et al., 2016)
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Conclusion
Cette étude a abouti a connaitre les activités biologiques de deux especes végétales,
Ocimum basilicum (basilic) et Marrube vulgare, récoltées d’El Harrouche, Skikda. Elle a fourni
des résultats significatifs qui contribuent a une meilleure compréhension de leurs propriétés

médicinales et de leur potentiel d'application dans divers domaines.

D’apres les résultats, les deux plantes sont riches en polyphénols et en flavonoides, les
polyphénols sont plus importants dans les fruits secs d’Ocimum basilicum par rapport aux
autres extraits avec un taux plus élevé (327,52+10,61 pg/ml). La plante seche (Marrube
vulgare) a présenté le taux le plus ¢levé en flavonoides totaux (90,554+6,29 pg/ml) et une
activité anti-radicalaire €¢levé avec 1C50=23,34+ 0,62 pg/ml par rapport aux autres extraits et

au standards Trolox (5.12+0.21 pg/ml), et I’acide ascorbique (4.39+0.01 pg/ml).

.Relativement pour le test ABTS, on a révélé que les fruits frais d’Ocimum basilicum
possedent un pouvoir anti-radicalaire le plus actif avec une valeur d’IC50 de 29,27+1,49
pg/ml. Contrairement aux feuilles séches et fraiches de Marrube vulgare qui ont montré un

tres faible pouvoir anti-radicalaire.

L’activité antioxydante évaluée par la technique de réduction du fer FRAP a montré que
la capacité réductrice des fruits seches d’Ocimum basilicum (42,38+ 0,40 ug/ml) est la plus
élevée. En ce qui concerne la réduction par la formation du complexe Fe** phénantroline, les
valeurs obtenues d’A0.5 étaient supérieures a 200 pg/ml chez les deux plantes. Aussi, aucune
activité enzymatique n’a été enregistré et donc aucun effet d'activité inhibitrice de I'alpha-

amylase.

Le criblage de I’activité antimicrobienne réalisé par la méthode de diffusion des disques
sur trois souches bactériennes : Escherichia coli, Staphylococus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et deux souches fongiques a savoir Candida albicans et Aspergillus niger. Le profil
d’inhibition contre ces différentes souches a révélé une activité sur Candida albicans par trois
extraits des plantes a ’exception de la plante fraiche (Marrube vulgare), est aucune activité
sur Aspergillus niger . Par contre les deux plantes ont montré une inhibition contre certaines
souches bactériennes, notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa.
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Conclusion

L’effet anti-inflammatoire in vitro est présenté par le test d’hémolyse des globules
rouges et le test de la stabilisation membranaire. Il ressort que les deux plantes ont un effet
anti-inflammatoire important.

Cependant, nos résultats actuels représentent seulement un point de départ dans ce
domaine de recherche et requicrent des études supplémentaires. Ces études devraient se
concentrer sur l'identification des doses efficaces, 1'isolement et la caractérisation des
composés spécifiques présents dans ces deux plantes, ainsi que I'exploration des mécanismes
d'action des extraits. L'objectif principal est d'établir des liens entre les activités
pharmacologiques observées et les constituants chimiques contenus dans ces plantes. Il est
essentiel de continuer a explorer et a exploiter le potentiel de ces especes végétales dans le

développement de nouvelles thérapies et de produits naturels pour améliorer la santé humaine.
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ANNEXE I : Résultats de dosage des polyphénols totaux

Total phenolics (ug GAE/mg)

OBF 134,88+17,67
MYVS 135,76+10,95
MVF 24,494+28.41

OBS 327,52+10,61

ANNEXE II : Résultats de dosage des flavonoides totaux

Flavonoids (ng QE/mg)
OBF 41,87+12,12
MVS 90,55+6,29
MVF 47,98+2,34
OBS 48,95+5,59
ANNEXE III : Résultats de test DPPH
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 1Cso
(Wml)
MVF 12,74+ 26,64+ 50,89+ 80,41+ 84,52+ 83,56+ 24,44+
NA 1,24 0,71 0,41 1,46 0,43 3,19 0,15
MVS 10,41+ 22,33+ 54,59+ 69,93+ 83,97+ 80,21+ 23,34+

NA 1,14 1,25 1,42 1,56 2,85 3,14 0,62
OBS 8,22+ 12,26+ 30,55+ 30,55+ 53,77+ 80,41+ 81,23+ 45,99+

0,12 1,96 1,91 1,14 1,88 0,52 1,03 1,92
OBF 8,15+ 9,38+1, 12,40+ 21,23+ 34,66+ 58,36+ 82,67+ 82,34+

183 68 2,74 0,52 2,09 1,77 1,54 3,98
0.7812 15625 3.125 6.25pug 125ug 25ug 50pg  ICso
5 g Mg Mg (W/ml)

Trolox 6.42+0 13.33+ 30.19+ 6148+ 87.16+ 88.46+ 87.72+ 5.12+0
91 2.14 0.67 2.98 0.28 0.11 0.47 21

Ascorbic 0.31+1 1290+ 29.69+ 76.67+ 84.94+ 87.78+ 86.36+ 4.39+0
acid .02 0.28 0.39 0.37 0.84 0.49 0.21 .01
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ANNEXE IV : Résultats de test ABTS

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200  ICso

(no/

ml)

OBF  25,69+3, 30,54+2, 34,2240, 47,76+1, 68,023, 8241+1, 92,000, 29,27

95 36 76 87 44 94 28 +1,49

OBS NA 26,332, 31,29+3, 44,24+4, 61,25+1, 88,27+0, 91,31+0, 34,61

17 49 79 60 88 98 +3,35

MVS NA NA NA  576+0,4 10,02+2, 22,87+1, 33,8545 >200
4 30 77 36

MVF NA NA  853+6,3 23,08+8, 21,32+1, 39,980, 72,87+3, 132,3

3 38 89 65 79 15,6

9

0.78125 1.5625  3.125 6.25 12.5 25 50 ICso

(no/

ml)

Trolox 14.74+0. 26.15%0. 51.70+1. 89.72+0. 92.89+0. 92.89+0. 91.84+1. 3.21+

37 65 51 67 19 19 19 0.06

Ascor 13.43+0. 28.76+0. 52.94+0. 93.21+0. 93.08+0. 92.40+0. 92.96+0. 3.04+

bicaci 82 67 94 11 19 88 11 0.05

d

ANNEXE V : Résultats de test FRAP

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200  Aos(ug/
ml)
OBF 0,06+ 0,06+ 0,09+0, 0,19+ 0,33+ 0,59+ 0,78+ 82,72+
0,01 0,00 01 0,02 0,04 0,02 0,14 1,04
OBS 0,07+ 0,13+ 0,23+ 0,34+ 0,57 0,69+ 0,75% 42,38+
0,00 0,03 0,01 0,06 0,03 0,13 0,05 0,40
MVF 0,05+ 0,05+ 0,04+ 0,06x 0,15+ 0,23+ 0,28+ >200

0,01 0,01 0,00 0,01 0,05 0,07 0,14
MVS 0,06+ 0,06+ 0,07+0, 0,15+ 0,20+0, 0,32+ 0,60 * 176,63+

0,02 0,00 01 0,03 00 0,03 0,10 3,58
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos(pg/
ml)
Trolox 0.07£0. 0.08+0. 0.09+0. 0.13+0. 0.19+0. 0.28+0. 0.60£0. 5.25%0.
00 00 01 00 02 05 04 20

Ascorb 0.07+0. 0.09+0. 0.12+0. 0.17+0. 0.25+0. 0.47+£0. 0.79+0. 3.62+0.
icacid 00 01 01 01 02 03 09 29
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ANNEXE VI : Résultats de test phénantroline

OBF

MVS

MVF

OBS

Trolox

Ascorb
icacid

Extrait
S
OBF
MVS
MVF

OBS

Acarbo
se

3.125

0,13+
0,02

0,13+
0,01
0,11+
0,01
0,11+
0,01

0.0976

0.25+0.
01

0.26+0.
01

6.25 ug
NA
NA
NA
NA

62,5 ug

7,760,
17

6.25

0,13+
0,02
0,12+
0,01
0,11+
0,01
0,12+
0,01
0.195

0.24+0.
01

0.29+0.
00

25 g

NA
NA
NA
NA

250 ug

9,460,
11

12.5 25
0,140, 0,14+
02 0,01
0,13+ 0,15+
0,02 0,01
0,11+ 0,11+
0,00 0,00
0,12+0, 0,10+
01 0,00
0.390 0.781
0.26+£0. 0.26%0.
01 00
0.29+0. 0.310.
02 01
50 ug 100 pg
NA 3,13+0,3
0
NA NA
NA NA
2,44+0,6 4,91+0,5
5 1
500 ug 1000 pg
10,70+0, 31,81+2,
96 89

ANNEXE VII : Résultats de test alpha -amylase

50 100 200 Aos(ug/
ml)
0,18+ 0,19+ 0,28+ >200
0,05 0,01 0,02
0,19+ 0,24+ 0,38+ >200
0,00 0,02 0,08
0,10+ 0,13+ 0,17+ >200
0,02 0,01 0,12
0,11+0, 0,13+ 0,16 £ >200
00 0,01 0,01
1562 3125 625  Aos(ug/
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Résumé

Le présent travail consiste a I’évaluation des activités biologiques de deux especes
végétales, les fruits secs et frais d’Ocimum basilicum et la plante séche et fraiche de Marrubium
vulgare, récoltées dans la région d’El Harrouche, Wilaya de Skikda (Algérie).

L’extraction a été réalisée par la méthode de macération et le rendement le plus élevé est
celui de fruits secs d’Ocimum basilicum (25,55%). Les résultats de 1'étude indiquent que les
fruits secs d'Ocimum basilicum sont les plus riches en polyphénols, avec un taux élevé de
(327,51£10,61). Tandis que ses feuilles séches ont présenté le taux le plus élevé en flavonoides
totaux de (90,55 +6,29) L'activité antioxydante des quatre échantillons a été estimée par quatre
méthodes différentes : DPPH, ABTS, Phenanthroline, FRAP.

L’activité antioxydante est élevée pour les extraits sauf ’activité de phénantroline qui n’a
enregistré aucun effet. Le meilleur résultat a été obtenu par DPPH chez la plante de Marrube
vulgare (MVS) avec une activité antioxydante de (23,34+0,62). De plus, leur activité
enzymatique a été évaluée en utilisant 1’activité inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase.

Les résultats obtenus ont démontré I’absence de cette activité enzymatique chez les deux
plantes. Les extraits de deux plantes ont montré une inhibition contre certaines souches
bactériennes, notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.
Ils ont également montré une activité antifongique contre Candida albicans, a l'exception de
l'extrait frais de Marrube vulgare (MVF) . Cependant, aucun effet antifongique n'a été observé
contre Aspergillus Niger. Les tests anti inflammatoire ont été réalisé in vitro a 1’aide de tests
d’hémolyse des globules rouges et de stabilisation des membranes. Les résultats ont montré que
les deux plantes ont un effet important (76,53% et 49,93% respectivement).

Mots-clefs : Anti-inflammatoire, Anti Bactérienne, Anti Fongique, Antioxydant,
Marrube vulgare, Ocimum basilicum.



Abstract

The present work assesses the biological activities of two plant species, the dried and
fresh fruits of Ocimum basilicum and the dry and fresh plant of Marrube vulgare,
harvested in the region, from El Harrouche, Wilaya of Skikda, Algeria. The extraction
was carried out by the maceration method and the highest yield was that of dried fruits of
Ocimum basilicum (25.55%). The results of the study indicate that the dried fruits of
Ocimum basilicum are the richest in polyphenols, with a high level of (327.51+10.61).
While its dry leaves showed the highest level of total flavonoids of (90.55+6.29). samples
were estimated by four different methods DPPH, ABTS, Phenanthroline. FRAP. The
antioxidant activity is high for the extracts except for the activity of phenanthroline which
showed no effect. The best result was obtained by DPPH in the plant of Marrube vulgare
(MVS) with an antioxidant activity of (23.34+0.62). In addition, their enzymatic activity
was evaluated using the inhibitory activity of the alpha-amylase enzyme. The results
obtained demonstrated the absence of this enzymatic activity in both plants. Extracts from
two plants have shown inhibition against certain bacterial strains, including Escherichia
coli Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. They also showed antifungal
activity against Candida albicans, with the exception of the fresh extract of Marrube
vulgare (MVF). However, no antifungal effects have been observed against Aspergillus
niger. In vitro anti-inflammatory tests were performed using red blood cell haemolysis
and membrane stabilisation tests. The results showed that both plants have a significant
effect (76.53% (76.53% and 49.93% reectively).

Keywords Ocimum basilicum, Marrube vulgare, Anti-inflammatory, Antioxidant,

Antibacterial, Antifungal.
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Le présent travail consiste a 1’évaluation des activités biologiques de deux especes végétales, les fruits secs et
frais d’Ocimum basilicum et la plante séche et fraiche de Marrubium vulgare, récoltées dans la région d’El
Harrouche, Wilaya de Skikda (Algérie). L’extraction a été réalisée par la méthode de macération et le rendement
le plus éleve est celui de fruits secs d’Ocimum basilicum (25,55%). Les résultats de 1'¢tude indiquent que les
fruits secs d'Ocimum basilicum sont les plus riches en polyphénols, avec un taux ¢levé de (327,51£10,61). Tandis
que ses feuilles seches ont présenté le taux le plus élevé en flavonoides totaux de (90,55 £6,29) L'activité
antioxydante des quatre échantillons a été estimée par quatre méthodes différentes : DPPH, ABTS,
Phenanthroline, FRAP. L’activité antioxydante est €levée pour les extraits sauf I’activité de phénantroline qui
n’a enregistré aucun effet. Le meilleur résultat a été obtenu par DPPH chez la plante de Marrube vulgare (MVS)
avec une activité antioxydante de (23,34%0,62) . De plus, leur activité enzymatique a été¢ évaluée en utilisant
I’activité inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase. Les résultats obtenus ont démontré I’absence de cette activité
enzymatique chez les deux plantes. Les extraits de deux plantes ont montré une inhibition contre certaines
souches bactériennes, notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. lls ont
¢galement montré une activité antifongique contre Candida albicans, a l'exception de I'extrait frais de Marrube
vulgare (MVF) . Cependant, aucun effet antifongique n'a été observé contre Aspergillus Niger. Les tests anti
inflammatoire ont été réalisé in vitro a I’aide de tests d’hémolyse des globules rouges et de stabilisation des
membranes. Les résultats ont montré que les deux plantes ont un effet important (76,53% et 49,93%

respectivement).
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