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Introduction générale

Depuis des siccles, les plantes médicinales ont été¢ au cceur des pratiques de médecine
traditionnelle, proposant des remedes naturels pour un large éventail de maladies. Leur
utilisation découle d'une longue tradition de sagesse empirique, transmise de génération en
génération, et est profondément enracinée dans les cultures du monde entier. Des études telles
que celles menées par Balick et Cox en 1996 ont mis en lumiére I'importance des plantes dans
la médecine traditionnelle et leur role central dans la santé humaine. De plus, les travaux de
Fabricant, ont souligné la valeur des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle comme
source potentielle de nouvelles découvertes médicinales. A I'heure actuelle, alors que la
recherche scientifique continue d'explorer les propriétés et les mécanismes d'action de ces
trésors botaniques, nous assistons a un regain d'intérét pour les plantes médicinales en tant que
sources prometteuses de nouveaux médicaments et de compléments thérapeutiques [11].

Dans cette optique, notre étude se concentre sur deux plantes spécifiques : Saussurea
lappa L. et Origanum majorana L, qui ont suscité un intérét croissant en raison de leurs
propriétés médicinales diverses et de leurs multiples effets bénéfiques sur la santé humaine.

Ces plantes, riches en composés phytochimiques variés, offrent un potentiel
thérapeutique considérable qui mérite d'étre exploré de maniére approfondie.

Saussurea lappa L., est réputé pour ses propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et
antidiabétiques. Ses rhizomes renferment une variété de composés bioactifs tel que les
flavonoides, qui sont responsables de ses effets pharmacologiques divers [44].

Origanum majorana L. plus communément appelé marjolaine, est une herbe aromatique
largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus antioxydantes, antibactériennes,
et anti-ulcere. Ses feuilles et ses fleurs contiennent des huiles essentielles qui conferent a la
plante ses propriétés médicinales remarquables. [18].

En explorant les extraits méthanoliques de ces deux plantes, nous visons a évaluer leurs
activités biologiques dans des domaines clés de la sant¢ humaine, notamment leurs effets
antibactériens contre les agents pathogenes, leur capacité a réduire l'inflammation et la
douleur, leur potentiel antioxydant dans la lutte contre le stress oxydatif, ainsi que leur impact
sur des troubles spécifiques tels que le diabete, les ulceres et la fievre.

Cette étude vise a jeter une lumiere nouvelle sur I'importance des plantes médicinales
dans notre vie quotidienne, en mettant en évidence leurs contributions potentielles a la santé
et au bien-étre de 'homme. En combinant une approche scientifique rigoureuse avec le respect
des connaissances traditionnelles, nous aspirons a ouvrir de nouvelles voies dans le domaine

de la médecine naturelle et a contribuer a la promotion d'une approche holistique de la santé.
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L. Propriétés biologiques d’Origanum majorana L.
I.1. Généralités sur la famille Lamiaceae

L’ordre Lamiales est un ensemble significatif avec 17 800 espéces actuellement
répertoriées dans 21 familles différentes. Parmi ces familles, les Lamiacées, anciennement
connues sous le nom de Labiées, se distinguent par leurs quelque 258 genres et 6 970 espéces
d'herbes, d'arbustes et d'arbres [45]. Parmi les plantes les plus populaires de cette famille dans
les remédes traditionnels, on trouve le Romarin, le Thym, I'Origan et la Sauge [105].

Les feuilles des Lamiacées sont opposées décussées, simples ou parfois composées.
Leurs tiges sont souvent carrées, avec des especes dressées ou couchées portant des feuilles
opposées ou verticillées [81].

1.2. Le genre Origanum

Le genre Origanum est composeé de 43 espéces et 18 hybrides répartis en trois groupes
et 10 sections [78] .Ce genre inclut diverses especes, sous-especes, variétés et hybrides qui
peuvent étre distingués individuellement, bien que d'importantes variations subsistent [11]
Parmi les especes les plus notables d'Origanum dans le monde, citons Origanum majorana L.
(la marjolaine douce), O. vulgare (origan sauvage de Turquie), O. dictamnus L. (Dittany de
Crete), Origanum onites L. (origan italien ou marjolaine en pot),et O. syriacum (I'hysope bible
ou l'origan syrien) [78].

L'origan est généralement considéré comme la forme sauvage de la marjolaine [17].
Depuis I'Antiquité, les especes d’Origanum ont été utilisées comme remedes traditionnels pour
divers maux tels que la coqueluche, la toux convulsive, les troubles digestifs, les spasmes, etc.
[147].

Ces espéces sont largement exploitées dans I'agroalimentaire, I'industrie cosmétique et
pharmaceutique en tant qu'herbes culinaires renommées, agents aromatisants pour les
aliments, les boissons alcoolisées et les parfums, en raison de leurs ardmes épicés [127]. Les
herbes séchées d’origan sont intégrées a de nombreux aliments transformés tels que les
produits laitiers, les produits carnés, et certaines especes servent également de composants
pour les savons, les parfums, les cosmétiques, les détergents, les ardbmes et les produits
pharmaceutiques [16].

En Algérie, I'Origanum est utilise comme reméde contre les affections respiratoires et la
toux, étant reconnu pour ses propriétés expectorantes, stomachiques, toniques, stimulantes,

antispasmodiques et antiseptiques [17].
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Figure 01 : Aire de répartition du genre Origanum [62].

L.3. L’espéce Origanum majorana L.
L'Origanum majorana L, également connu sous le nom commun de "Marjoram" ou

marjolaine vraie, anciennement désignée sous le nom de Majorana hortensis Moench , est une
plante cosmopolite. Son appellation courante "marjolaine douce™ découle de ses saveurs
d'agrumes. Elle est également appelée Merdgouche et est connue sous d'autres appellations
telles que Sweet Marjolam, marjolaine a coquilles et Marjolaine frangaise. En Afrique du
Nord, les Arabes la nomment Kherzama (Tunisie), Meurdekouch (Maroc), ainsi que
Mazermouch ou Marikoum, des termes également utilisés pour d'autres especes d'Origanum
[137], [133].

Figure 02: Les parties aériennes d’Origanum majorana L.

1.3.1. Position systématique (classification botanique)

Tableau 01 : classification botanique de I'Origanum majorana L. (Gilles, 2007)

Catégorie Classification

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales
3
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Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae
Sous-famille Népétoidées

Genre Origanum

Espece Origanum majorana L

Tableu 02 : La classification taxonomique de I'Origanum majorana L [143].

Catégorie Classification
Régne Plantae

Sous- régne Viridiplantae
Super division Embryophyta
Division Trachéophyta
Sous-division Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Super-ordre Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoideae
Genre Origanum L.
Espéce Origanum majorana L.

1.3.2. Description botanique du plante
Description morphologique du plante

La Marjolaine (Origanum majorana L) est une plante herbacée a feuilles persistantes,
vivace, velue avec un aspect cendré. Ses feuilles sont opposées, ovales et duveteuses. Sa tige
est dressee, ramifiée, mesurant entre 20 et 30 cm de hauteur et entre 0,3 cm et 0,9 cm de
largeur. Son inflorescence est trés ramifiée, située au sommet des tiges, poussant en grappe
dense et pédonculée a I’aisselle des feuilles. Les fleurs présentent une couleur blanche avec
une lévre supérieure marginée et une levre inférieure trilobée. Son calice est bilabié, avec une
levre supérieure orbiculaire et une lévre inférieure plus ou moins bidentée. Les étamines sont

divergentes, et ses fruits sont des tétrakénes. [18], [03] .
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Figure 03 : Aspect morphologique d'Origanum majorana L.
A : calice, b : corolle, ¢ : fleur, d : gynécee, e : étamine, f : style

1.3.3. L’origine et la répartition géographique d’Origanum majorana L.

Originaire du bassin méditerranéen [63], de Chypre et du sud de la Turquie [62], la
marjolaine vraie est une plante vivace sur les cétes de la région méditerranéenne et en Afrique,
mais annuelle dans les jardins d'Europe centrale ou elle est cultivée [34]. L'Origanum
majorana L. est une plante aromatique largement cultivée a travers le monde, notamment en
Inde, en France, en Europe du Nord et dans les zones tropicales, pour ses propriétés
aromatiques, son huile essentielle et son parfum [63], [146]. Elle pousse également en Europe
du Sud, en Afrique du Nord et en Turquie [137]. L'Origanum majorana L. est également
cultivée dans de nombreux pays d'’Amérique et d'Asie, ainsi qu'en Europe occidentale. On la
retrouve souvent a I'état subspontané dans ses habitats d'origine, ou elle pousse généralement
dans des régions séches, rocheuses et calcaires, a des altitudes comprises entre 100 et 1500
métres. Elle est cultivée comme herbe médicinale dans les jardins, en pots ou en extérieur [62].

1.3.4. Propriétés médicinales d’Origanum majorana L.

Origanum majorana L. est une plante couramment utilisée dans la médecine
traditionnelle et I'industrie cosmétique [43], [55]. Elle est renommée depuis des siécles pour
ses vertus médicinales et culinaires, agissant efficacement sur divers aspects de la santé.

Traditionnellement, ses feuilles sont employées pour traiter le diabete et le catarrhe, tandis
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qu'elle est également prisée comme reméde maison pour les affections cardiovasculaires, les

infections pulmonaires, les troubles nerveux, I'insomnie, la nervosité et les soins cutanés [146].

Il. Propriétés biologiques du Saussurea lappa L.
I1.1. Généralités sur la famille Asteraceae

Les Astéracées constituent I'une des plus grandes familles d'angiospermes et sont
également appelées composées (Compositae, nom latin) ou plus rarement composacées [52].

Il compte environ 1600 a 1700 especes regroupées en 24000 genres [52], ce qui en
fait la deuxiéme plus grande famille du monde végétal et des plantes a fleurs, derriere la
famille des Orchidées (25000 especes) mais devant les Fabaceae [65]. En Algérie, il n'y a
que 49 genres et 69 espéces dans la petite Kabyles (Babors) [54].

Les principaux représentants de cette famille poussent en dehors de la compétition
des arbres de la forét tropicale, principalement dans les zones sujettes a la sécheresse [17].

La diversité de la famille des Astéracées en fait certainement I'objet de nombreuses
études dans de nombreux domaines de la phytologie pure et appliquée. 1l est a noter que
jusqu'en 1990, les rapports scientifiques sur environ 5000 especes de chimie mettaient en
évidence plus de 7000 composés phytochimiques [159].

La famille Asteraceae se rencontre dans les régions tempérées [23], le bassin
méditerranéen, I'Afrique australe, le Mexique, le sud-ouest des Etats - Unis, les régions
arides d’Amérique du Sud et d'autres régions arides [23]. Les graines de cette famille peuvent
pousser méme dans les régions froides [26].

I1.2. Le genre Saussurea

Saussurea est un genre d'environ 300 espéces de plantes a fleurs de la famille des
astéracées. Ce sont des plantes alpines découvertes par Horace-Bénédict de Saussure lors
d'un de ses voyages (1740-1799).

A sa mort, ce taxon lui a été dédié par Augustin Pyrame de Candolle. Ce genre
également mentionneé par Paul Fournier, est également dédié a Nicolas Théodore de Saussure
(1767-1845), fils Horace-Bénédict de Saussure [114].

11.3. L’espéce Saussurea lappa L.

Saussurea lappa L. est une plante herbacée appartenant a la famille des Astéracees.

Depuis lI'antiquité, I'huile des racines des plantes est utilisée en médecine traditionnelle et en

parfumerie [80].
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Figure 04 : Partie florale d’espéce Saussurea lappa L. [80]

11.3.1. Description botanique
Plante herbacée, vivace et a feuilles persistantes, elle peut atteindre jusqu'a 2,7 metres

de long, avec une croissance modérée, la plante prospére en frottant sous les sols organiques

et les foréts humides. Les feuilles sont de type simple, de I'ovale au rectangulaire, avec des

bords ondulés et des nervures paralleles, disposées alternativement en spirale sur la tige, ce

qui lui donne une couleur vert vif. Les fleurs sont aromatiques et coniques [151].

Les fruits ont la forme d'une capsule de 2 cm de diamétre et les graines sont

sphériques noires. 1l y a de nombreuses branches épaisses brun rougeatre et les racines

s'étendent horizontalement [75].

Figure 05 : Image photographique d’espéce Saussurea lappa L. [21]

Les racines sont grandes, environ 60 cm, avec une forte odeur particuliere. Le plus

souvent, les

huiles essentielles de racines et les racines sont utilisées a des fins médicinales.

Racines séches au goQt Iégérement amer, du gris sale au jaune a I'extérieur, d'environ

8-12 cm de long et 1-3 cm de diamétre. Elle est c'est généralement ridé et surélevé [90].
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Figure 06 : Les racines d’espéce Saussurea lappa L. [21]

11.3.2. Position systématique (classification botanique)
La classification de Saussurea lappa L. a été mentionnée ci-dessus :

Tableau 03 : La classification APG Il d’espece Saussurea lappa L. [157]

Régne Plantae
Sous-regne Viridaeplantae
Division Tracheophyta
Sous-division Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Saussurea
Espéce Saussurea lappa L.

Les synonymes de Saussurea lappa L.
Saussurea lappa C.B. Clarke. [72]
Aucklandia costus Falc. [100]
Aucklandia lappa Decne. [52]
Aplotaxis lappa Decne. [72]

YV V. V V V

Theodorea costus Kuntze. [72]
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Les noms vernaculaires Saussurea lappa L.

Généralement le Saussurea lappa L. appelé costus ou kuth en anglais et en différents

langues.
Tableau 04 : Les différents noms du Saussurea lappa L. [75]
La langue Le nom
En arabe Ll (gaigll
Hindi et bengali Kut, Kur, Pachak
Indo-européen (Sanskrit) Khstha
Nom vernaculaire Costus indien
Nom scientifique Saussurea lappa L.

11.3.3. L’origine et la répartition géographique du Saussurea lappa L.

Saussurea lappa L. est une plante originaire d'Inde et du Pakistan et est cultivée en
Chine au Népal [80].

Il pousse sur les pentes humides d'Himalaya a une altitude de 2500 a 3500 m au-
dessus de la mer [30].

On le trouve également dans les vallées du Cachemire, du Jammu et du Kichengaga
et cultivé dans les Etats indiens du Tamil Nadu et de I'Uttar Pradesh. Au Pakistan, on le

trouve dans les régions de Kaghan et d'Azad Kashmir [58].

AY OF e

Figure 07 : La distribution du Saussurea lappa L. en Inde. [113]

11.3.4. Propriétés médicinales du Saussurea lappa L.
L'utilisation du Saussurea lappa L. en traitement est une pratique tres ancienne
remontant a I'époque du prophete (%), qui le conseillait pour le traitement de diverses

maladies [35].
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En médecine traditionnelle indienne, Saussurea lappa L. est utilisé en monothérapie
ou en association avec d'autres médicaments. Ses racines sont principalement utilisées
comme antispasmodiques dans le traitement de I'asthme, de toux, dans le traitement du

choléra, des maladies chroniques de la peau et des rhumatismes [44].

Tableau 05 : L’utilisation ethno médicinales du Saussurea lappa L.

Partie de la plante Utilisation médicinales
Décoction de racine Dysenterie, Ulcere, Maux d’estomac. [69]
Poudre de racines Paludisme, Lépre, Hoquet persistant

Rhumatisme Stimulant astringent. [71]

Racine Maux d’estomac, Maux des dents, Fievre typhoide. [103]
Racine Asthme, Troubles cutanés. [134]
Racine Rhumatisme. [64]

Ses diverses préparations sont également utilisées en médecine ayurvédique pour le
traitement de plusieurs maladies telles que la toux, le rhume, le paludisme, la lépre, le hoquet
persistant, les rhumatismes, les maux d'estomac, les maux de dents, la fiévre et la typhoide.

C’est un médicament important pour la goutte, I’érysipele et la spermatogenése. Le
Saussurea lappa L. a été utilisé par différentes personnes et ethnies du nord de I'Inde pour le

traitement de diverses maladies [144].

10
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I. Définition générale

Le métabolisme (du grec: métabole, changement) est un processus trés dynamique,
ses molécules sont constamment mises a jour; la composition de la cellule & un moment
donné est I'équilibre entre synthese et décomposition. La majeure partie de la synthese est
dirigée vers la production de molécules importantes pour la structure et la fonction des
cellules. Les métabolites secondaires sont trés nombreux, plus de 200000 structures définies,
diversité structurelle anormale, mais produites en petites quantités [93].

Ces molécules ne se retrouvent pas chez toutes les especes, elles n'interferent donc
pas avec les activités de base des organismes végétaux (croissance, développement,
reproduction), s'accumulent aprés élaboration, mais ne peuvent pas étre décomposees [57].
I1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en tres petites quantités, dans ce cas, il
existe plus de 200000 métabolites secondaires classés selon I'affiliation chimique des
terpenes, des alcaloides, des composes acétyléniques, des cires et des composes phénoliques
[04].

IIs sont divisés principalement en trois grandes familles [04] :
» Les polyphénols.
> Les terpénes.
> Les alcaloides.
I11. Les polyphénols

Par définition, on peut dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles d'un poids moléculaire de 500 a 3000 daltons. Ils sont concentrés dans
différentes parties de la plante selon ’espece végétale et le groupe polyphénolique considéré
[07].

Ces composés sont trés divers, des acides phénoliques simples aux grands polyméres
complexes [07].

I11.1. Les quinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, généralement rouges, jaunes ou
oranges, avec deux fonctions cétoniques. Les quinones se trouvent dans les plantes, les
champignons et les bactéries. Les quinones sont utilisees dans les colorants, les produits

pharmaceutiques et les fongicides [70].
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Figure 08 : Structure chimique des quinones. [117]
I11.2. Les anthraquinones
Les anthraquinones appartiennent a la famille chimique des hydrocarbures
aromatiques polycycliques, ce sont des dérivés d'anthracenes. Naturellement présente dans
un certain nombre d'animaux et de plantes, elle est également une substance active dans les
produits phytopharmaceutiques (ou pesticides), et a un effet répulsif sur les oiseaux. Plus

généralement, I'anthraquinone est un composé qui a ce motif dans sa structure [124].

O

O
Figure 09 : La formule générale des anthraquinones. [124]

111.3. Les flavonoides
111.3.1. Définition

Le nom "flavonoides” représente une tres large gamme de composés
polyphénoliques. Ces composés representent le groupe le plus diversifieé de composés
phénoliques. Il est di a la couleur jaune qu'ils produisent (=flavus en latin) [07].
111.3.2. Structure

Aujourd'hui, plus de 9000 flavonoides ont été identifiés, et leur nombre ne cesse
d'augmenter [20]. lls ont une origine biosynthétique commune et peuvent donc tous se lier
hydroxyle, oxygeéne, groupe méthyle ou sucre avec le méme squelette de 2 atomes de
carbone, constitué de 10 a 15 noyaux aromatiques (noyaux A et B) et de cycles

hétérocycliques oxygenés (cycle C), au noyau de cette molécule [141].
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Figure 10 : Structure de base des flavonoides. [19]

111.3.3. Localisation et distribution

Les flavonoides sont présents dans différentes parties des plantes supérieures selon le

type d'espece: racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, arbres
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Figure 11 : Sources alimentaires des flavonoides. [19]

I11.4. Les tannins

Le tanin, ou tanin, est un composé de la famille des phénols d'origine végétale et
contient de la cellulose (35-50% de la biomasse terrestre), de I'némicellulose (30-45%) et de
la lignine (15-25%), qui ont la capacité de précipiter des protéines, des alcaloides ou des

polysaccharides en solution aqueuse apres les biopolymeéres qui composent la paroi végétale

[27].
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Dans les écosystemes terrestres dominés par la biomasse végétale morte ou vivante,
les tanins et leurs dérivés forment la quatrieme famille de composés par ordre d'abondance et
différent par leur taille et leur structure chimique, il en existe une grande diversité [111].

Placés dans les vacuoles et les parois cellulaires, ils représentent moins de 1% du
poids sec de la plante, mais 15-25% pour les feuilles, jusqu'a 40% pour I'écorce et 50% pour

certains objectifs [59].

HO OH
DTN 10 | =

Figure 12 : Structure de base des tanins. [19]

111.4.1. Classification des tanins
Les gallo-tanins sont des tanins formés a partir des unités galoyles ou de leurs dérivés

méta-dépcidines liés a divers polyols, flavanols ou unités triterpénoides.

Les ellagitanins sont des tanins dans lequel au moins deux unités C-C galloyle se
lient I'une a l'autre et se forment sans unités flavanoliques (catéchines) ni liaisons glycosides.

Les tanins complexes sont des tanins formés par des unités gallo-tanins ou
élagitanine qui contiennent des liaisons glycosides au flavanol.

Les tanins condensés sont des proanthocyanidols qui contiennent une liaison entre C-

4 dans les unités flavanol et C-8 (ou C-6) dans un autre monomere flavanol [73].

Tanins Tanins Tanins
hydrolysables complexes L condensés

Tanins Tanins
galliques ellagiques

Figure 13 : Classification des tannins selon leurs structures chimiques. [25]
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IV. Les coumarines

La coumarine est une substance aromatique organique naturelle. Sa formule chimique
est C9H602. Connue dans la nomenclature internationale sous le nom de 2H-1-
benzopyrane-2-1, c'est une molécule qui peut étre considérée en premiere approximation
comme une lactone de I'acide 2-hydroxy-Z-cinnamique.

La coumarine dans le méme terme désigne également cette derniere molécule, une
classe de composés phénoliques dérivés de la 2H-1-benzopyrane-2-1. Ces composes ont des
groupes hydroxyle phénoliques qui peuvent étre impliques dans la méthylation ou les
liaisons hétérosides, qui constituent ensuite la génine. Plus d'un millier de coumarines
naturelles sont répertoriées. lls sont trés largement répartis dans le régne végétal [98].

V. Les stéroides

Abondants chez les plantes et les animaux, ils ont une structure chimique qui contient
en commun un squelette de perhydrocyclopentanophénanthréne. Ils comprennent
généralement des groupes méthyle en C-10 et C-13, et souvent des chaines alkylées en C-17.

Les stérols contiennent de I'nydroxyle en position c-3 et sont des affixes spécifiques
selon que le substituant est au-dessous ou au-dessus du plan de la molécule projetée. Ce ne
sont pas des terpenes, mais sont bio-génétiquement derives de triterpénes [26].

VI. Les stérols

Les stérols végétaux, également appelés stérols végétaux, sont en quelque sorte du

cholestérol dans le monde végétal. Ce sont des substances dont la structure chimique est trés

proche de la structure chimique du cholestérol sanguin humain [97].

A & .o ol G X Ddunt uvean B
B L S N PRI, e v

Figure 14 : Synthese des phytostérols du tournesol. [97]
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VII. Les terpenes

Le terpéne est un composant organique aromatique dérivé de I'isopréne (un
hydrocarbure de 5 atomes de carbone) que I'on retrouve dans tous les types de plantes et qui
est important dans de nombreuses interactions biologiques [56], ils sont une source d'ardme
et de golt, mais ont également des propriétés et des bienfaits tres importants connus depuis
la nuit des temps. Ils ont plusieurs effets sur ces plantes, tels que la protection, la défense, la
reproduction ou affectant leur maturation et leur métabolisme [56].
VI1.1. La classification des terpenes

Les terpenes par leur structure chimique sont similaires a ceux des terpenes, qui sont
classés en fonction du nombre d'unités isopréne présentes, et dans le cas des triterpenes, ils
sont classes lorsqu'ils circulent [56].

Tableau 06 : La classification des terpenes. [56]

Classification Unité d isopréne Les atomes de carbone
Emiterpenes 1 5
Monoterpenes 2 10
Sesquiterpenes 3 15
Diterpenes 4 20
Sesterpenes 5 25
Triterpenes 6 30
Polyterpenes >6 >30

VI11. Les saponosides
Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpénes. lls sont présents
dans tous les organes, mais surtout dans les racines et sont localisés dans les vacuoles. Ils

sont constitués d'os et de génine (acide polyglacique) [26].
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I. Activité antibactérienne

1.1. Généralités

Un antibiotique désigne un compose antibactérien, pouvant étre produit par des micro-
organismes tels que des champignons et des bactéries, ou élaboré de maniére synthétique. Son
réle est d'entraver la multiplication ou de causer la destruction des micro-organismes [154].

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur l'utilisation des
antibiotiques. Cependant, l'utilisation excessive et inappropriée de ces médicaments peut
conduire & la sélection de souches bactériennes résistantes. 1l est donc crucial d'orienter les
recherches vers de nouvelles voies, telles que I'exploration des plantes pour leurs propriétés
médicinales.Les composés phénoliques, qui sont des métabolites secondaires présents dans les
plantes, ont des applications variées dans l'industrie alimentaire, cosmétique et comme agents
antimicrobiens dans la médecine traditionnelle [38].

1.2. Les bactéries

Les bactéries, des organismes microscopiques unicellulaires procaryotes, ont une taille
typique de quelques micrometres (généralement entre 0,5 et 10 um). Elles peuvent adopter
diverses formes, telles que des sphéres (coques), des formes allongées ou en batonnets
(bacilles), ainsi que des formes spiralées (spirilles). Leur poids moyen est d'environ 10-12 g,
avec une teneur en eau d'environ 70% par rapport au poids sec [60] .

1.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques, issus de la combinaison des mots grecs anti (contre) et bios (vie), se
réferent a des substances chimiques qui possédent la capacité de stopper la croissance ou de
tuer les micro-organismes nuisibles. Ces composés sont généralement produits naturellement
par des moisissures et des bactéries [24].

I.4. Mode d'action des antibiotiques des plantes contre les bactéries

Les antibiotiques ont généralement deux modes d'action certains agissent comme des
agents bactéricides en tuant les bactéries, notamment les béta-lactamines, les aminosides et les
polypeptides, tandis que d'autres agissent comme des agents bactériostatiques en inhibant la
croissance bactérienne et en détruisant les bactéries, notamment les tétracyclines, les phénicols

et les macrolides [33].
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Figure 15: Les objectifs des antibiotiques [102].

I.5. Les micro-organisme utilisé dans les tests antibactériens
1.5.1. Escherichia coli

Il s'agit d'une bactérie Gram négatif qui se trouve naturellement dans le tube digestif des
humains et des animaux. Elle n'a pas de forme sporulée, préfere I'environnement aérobie, et
est généralement mobile grace a ses flagelles. Sa taille varie de 2 a 6 pm. E. coli est la bactérie
la plus couramment associée aux infections aigués des voies urinaires [08].

1.5.2. Staphylococcus aureus

Il s'agit de bactéries cocci Gram positif mesurant entre 0,5 et 1,5 pm de diamétre, de
type non sporulé et capables de vivre en milieu anaérobie facultatif. Staphylococcus aureus
est fréqguemment associé aux infections postopératoires, a l'endocardite aigué et aux cas
d'intoxication alimentaire [129].

Staphylococcus aureus est la principale espéce, pouvant provenir de diverses sources
telles que I'homme, les animaux (comme les volailles, bovins, ovins, caprins...),
I'environnement ou d'autres sources non spécifiques [41].

1.5.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif qui présente une forme non
sporulée. Elle est aérobie, mobile grace a 1 a 2 flagelles et synthétise divers pigments
pyocyanine (bleu phénazine) et pyoverdine (jaune vert). Ces bactéries sont résistantes a
plusieurs antibiotiques [145].

II. L’activité analgésique
11.1. Douleur

La sensation de douleur est une réaction sensorielle ou émotionnelle désagréable liée a

une altération tissulaire actuelle ou potentielle [95]. Elle joue un réle crucial en signalant un
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danger et en incitant a I'évitement ou a la fuite, ce qui en fait une fonction protectrice
essentielle et une réaction adaptative a des stimuli potentiellement nocifs ou dommageables
[150]. Le nociception designe quant a elle le processus sensoriel & l'origine du message
nerveux qui déclenche cette sensation de douleur [32].

11.2. Classification de la douleur

La catégorisation de la douleur se fonde sur deux principaux criteres :

=) Selon le profil évolutif :

2.1. Douleur aigue

La douleur aigué représente un signal vital pour le corps, survenant soudainement pour
indiquer une lésion tissulaire causée par un traumatisme tel qu'une rupture, une brilure ou une
distension. Ce type de douleur est généralement lié a un processus inflammatoire aigue [85].

2.2. Douleur chronique

Une douleur chronique se manifeste sur une période de plus de 3 mois, résistant aux
traitements habituels et engendrant des répercussions significatives sur le plan psychologique

et social pour le patient [84].

Tableau 07 : une comparaison entre la douleur aigué et la douleur chronique [85].

Finalités biologiques Utile — Protectrice — Inutile — Destructrice —
signal d’alarme Maladie a part enticre
Durée Transitoire (<a 3 Répétitive ou durable

mois) — Réversible si 1ésion | (> a 3 mois) — Persistante

traitée
Mécanisme Essentiellement Nociceptif,
générateur nociceptif neuropathique ou psychogene
Comportement Réactionnel Acquis
Composante affective Anxiété Dépression
Attitude Curative — Répond a Réadaptative —
thérapeutique un  traitemen  médical Approche plurimodale
classique
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Selon le profil physiopathologique :

2.3. Douleur nociceptive

La douleur nociceptive se déclenche par I'activation des neurones primaires afféerents,
les nocicepteurs, et est amplifiée par un état inflammatoire suite a une blessure ou une Iésion.
Un exemple en est la douleur postopératoire, temporaire, généralement intense, ayant une
fonction biologique de protection et qui rarement s'accompagne de manifestations
psychologiques [104].

2.4. Douleur neuropathique

Les douleurs décrites surviennent lorsque le systeme nerveux est affecté dans sa capacité
a transmettre les sensations. Lorsque les fibres nerveuses sensitives sont endommagées, elles
peuvent transmettre des informations incorrectes, conduisant le patient a ressentir des bralures,
des décharges électriques, des démangeaisons, des picotements, des sensations de froid
douloureuses et des fourmillements dans des zones du corps qui paraissent normales, bien que
la douleur soit réelle [84].

2.5. Douleur inflammatoire

L'hypersensibilité a la douleur qui se manifeste spontanément suite a une blessure
tissulaire et a une inflammation est connue sous le nom de douleur inflammatoire (par
exemple, douleur postopératoire, traumatisme, arthrite) [51].

11.3. Traitement de la douleur

Actuellement, diverses méthodes sont employées pour traiter la douleur. Les douleurs
Iégeres sont généralement traitées a l'aide d'analgésiques ou d'antalgiques, notamment
I'aspirine, le paracétamol et les anti-inflammatoires sans corticoides. En revanche, pour les
douleurs plus intenses, on recourt a des analgésiques narcotiques similaires a la morphine.
D'autres approches telles que la mésothérapie, I'acupuncture et la cryothérapie sont également
envisagees comme des alternatives viables [61].

III. L’activité antipyrétique
1.1, Lafiévre

La fiévre est un processus de defense naturelle du corps qui se produit lorsque la
régulation de la température est perturbée pour des raisons pathologiques. Cela représente
souvent une réponse défensive contre une perturbation interne qui déclenche divers

mécanismes immunitaires et inflammatoires [139], [94].
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I11.2. Les types de fiévres
2.1. La fiévre aigué

En regle générale, la fievre survient suite a des infections virales ou bactériennes. Ses
signes apparaissent subitement et se dissipent rapidement. Elle peut également résulter d'une
exposition excessive a la chaleur (comme lors d'une canicule) ou a un effort physique intense.
De plus, elle peut étre déclenchée par une réaction inflammatoire temporaire sans présence
d'infection [119].

2.2. La fiévre persistante

Dans 40% des situations, elle est associée a des infections, tandis que dans 20% des cas,
elle est liée a des cancers et a des maladies inflammatoires., le diagnostic précis est possible
grace a un interrogatoire médical approfondi et a un examen clinique [87].

2.3. La fiévre chronique

Elle résulte souvent d'infections associées a des troubles du systéme nerveux central,
notamment des hémorragies. Cette condition persiste sur le long terme et est fréquemment
observée dans des maladies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite et le lupus
[86].

I111.3. Traitement de la fiévre

Certains médicaments spécifiques, comme le paracétamol (antalgique), l'aspirine,
I'ibuproféne ou le diclofénac (anti-inflammatoire non stéroidien), sont utilisés pour réduire la
fievre. Il est essentiel de traiter la cause sous-jacente de la fievre en premier lieu [47].

IV. L’activité anti-ulcére
IV.1. Généralités sur les ulcéres gastriques

L'ulcere gastrique se caractérise par une lésion plus ou moins profonde de la paroi
interne de I'estomac, provoquée par une rupture de la continuité tissulaire. Les symptémes
typiques incluent des douleurs abdominales, parfois accompagnées de vomissements et de la
présence de sang dans les vomissures [116].

IV.2. Classification des ulcéres gastriques

La classification des ulcéres gastriques différe selon les différents auteurs ; [42], il existe
deux types d'ulcéres gastriques.

2.1. Les ulcéres aigus

Les ulcéres aigus peuvent se diviser en deux catégories distinctes :
Les ulcéres aigus primitifs, qui se caractérisent par des Iésions de la muqueuse et de la

musculaire muqueuse. lls touchent principalement des individus jeunes sans antécédents
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digestifs pathologiques et se manifestent géneralement par des saignements importants deés le
début.
Les ulcéres aigus secondaires, qui se classent en trois types en fonction de leur origine :
- Les ulcérations causees par des probléemes de vascularisation.
- Les ulcérations induites par des médicaments ou iatrogenes.
- Les ulcérations d'origine neurogénique, comme l'ulcére de Cushing.

2.2. Les ulceéres chroniques

Quant aux ulcéres chroniques, ils résultent d'un processus évolutif sur plusieurs années,
marqué par des phases successives de nécrose et de sclérose interstitielles. Une analyse
morphologique permet de distinguer trois groupes :

- L'ulcére jeune non compliqué.

- L'ulcere compliqué.

- L'ulcére invétére, également connu sous le nom d'ulcére calleux, est une forme
d'ulcere qui a progressé sur de nombreuses années.

IV.3. Traitement de I'ulcere gastrique

De nombreux traitements sont employés pour soigner l'ulcére, notamment les inhibiteurs
de la pompe a protons (comme I'Oméprazole et le Lansoprazole) ainsi que les inhibiteurs des
récepteurs histaminiques (tels que la Ranitidine et la Famotidine). Les agents antacides
agissent en neutralisant la production d'acide [148].

V. L’activité anti-inflammatoire
V.1.L'inflammation

La premiére réaction ressentie par le patient est souvent I'inflammation, un processus
impliquant des réponses immunitaires. Ce mécanisme est généralement bénéfique car il vise
a éliminer les agents pathogenes et a réparer les dommages. Cependant, il peut aussi étre
nuisible en raison de l'agressivité ou de la persistance du pathogene, de I'emplacement de
I'inflammation, ou encore des anomalies dans les mécanismes de régulation qui entrainent des
changements quantitatifs et qualitatifs dans les populations cellulaires impliquées [37].

V.2. Les anti-inflammatoires

Les inflammations aigués peuvent se résorber naturellement ou grace a un traitement
impliquant des anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens. Ces
médicaments, bien qu'efficaces, peuvent entrainer des effets secondaires tels que des
problemes digestifs (comme des ulcéres gastroduodénaux, des sténoses ou des perforations)
et des complications rénales (comme une insuffisance rénale aigué ou une rétention

hydrosodée) [155].
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2.1. Anti-inflammatoires stéroidien

Les médicaments dérivés du cortisol, comme les anti-inflammatoires stéroidiens ou les
glucocorticoides, sont largement utilisés pour traiter efficacement les maladies inflammatoires
chroniques telles que 1’asthme, les maladies inflammatoires de 1’intestin et les maladies auto-
immunes [115].

2.2. Anti-inflammatoires non-stéroidien

Depuis plus de 3000 ans, les anti-inflammatoires non stéroidiens se sont avéres efficaces
pour soulager la douleur, réduire la fievre et combattre I'inflammation, et ils continuent d'étre
largement utilisés dans le monde entier par des millions de patients au quotidien. Ces
médicaments ont des propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques, et bien
qu'ils présentent une grande diversité chimique, leur mécanisme d'action repose sur I'inhibition
non sélective de I'enzyme cyclooxygenase [22].

VI. L’activité antidiabétique
VI1.1. Le diabéte

Le diabéte est une pathologie caractérisée par des mécanismes physiopathologiques
complexes et une base génétique importante, qui entraine le développement de diverses
complications. Il regroupe plusieurs maladies métaboliques avec pour point commun une
élévation anormale du taux de glucose dans le sang, causée par des problémes de sécrétion
d’insuline, de son action, ou les deux [48].

V1.2. Les principaux types de diabéte

Il'y a trois formes principales de diabéte : le type 1, le type 2 et le diabete gestationnel.
On qualifie une personne de diabétique lorsque ses niveaux de sucre dans le sang atteignent
ou dépassent certaines valeurs critiques : soit 1,26 g/L a jeun a deux reprises, soit 2 g/L a
n’importe quel moment de la journée, en présence de symptomes tels qu’une soif excessive,
des envies fréquentes d’uriner et une perte de poids, ou encore 2 g/L deux heures apres la prise
de 75 g de glucose.
2.1. Diabete type 1

Le diabete de type I, connu sous le nom de diabéte insulinodépendant ou diabete
juvenile, se manifeste généralement de maniére soudaine chez les enfants ou les jeunes adultes.
Ses symptomes incluent une perte de poids, une sensation accrue de soif et une production
excessive d’urine (polyurie). La glycémie dépasse généralement 2 g/l et des corps cétoniques

sont détectables dans les urines [12].
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2.2. Diabete type 2

Le diabete de type Il, également appelé diabete non insulinodépendant, est la forme la
plus courante de la maladie, représentant plus de 90 % des cas a I’échelle mondiale. 11 affecte
principalement les adultes de plus de 40 ans [74]. Les mécanismes initiaux qui déclenchent
cette maladie sont complexes et impliquent probablement plusieurs facteurs, faisant du diabete
de type Il une maladie hétérogéne ou les influences génétiques et environnementales
interagissent [09].

2.3. Autres types de diabete

Le diabete secondaire peut résulter de diverses causes telles que des troubles
pancréatiques (pancréatite chronique ou aigué, tumeur, hémochromatose), des maladies
endocriniennes (phéochromocytomes, acromégalie, syndrome de Cushing, hyperthyroidie,
tumeurs endocrines pancréatiques et digestives), des anomalies génétiques des cellules f3
(diabéte MODY et diabéte mitochondrial), ou encore de I’exposition a certains médicaments,
produits chimiques ou substances toxiques [02], [31], [108].

VII. Activité antioxydante

VI1.1. Les antioxydants

Un antioxydant peut étre décrit comme une substance chimique relativement complexe
qui, a des concentrations faibles, peut rivaliser avec d’autres substrats susceptibles d’étre
oxydes, retardant ainsi ou prévenant leur oxydation. Ces composés jouent un role essentiel
dans la protection contre les dommages moléculaires liés a 1’oxydation [49].

VI11.2. Classification des antioxydants

Il'y a diverses catégories et origines d’antioxydants [15].

2.1. Endogéne

Superoxyde dismutases: Ces enzymes agissent en convertissant les radicaux
superoxyde en peroxyde d’hydrogene et en oxygene, neutralisant ainsi les especes réactives
d’oxygene.

Catalases : Elles décomposent le peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygeéne, jouant
un role crucial dans la détoxification des cellules.

Glutathion peroxydases : Ces enzymes utilisent le glutathion pour réduire le peroxyde
d’hydrogene et d’autres peroxydes organiques, protégeant ainsi les cellules contre les

dommages oxydatifs.
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2.2. Exogene

Polyphénols : Ce sont des composés présents dans de nombreux aliments d’origine
végetale tels que les fruits, les légumes, le thé et le vin. lls ont des propriétés antioxydantes
qui aident a neutraliser les radicaux libres.

Vitamines : Des vitamines comme la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E
(tocophérols) et la vitamine A (caroténoides) agissent comme des antioxydants en protégeant
les cellules contre les dommages causes par les radicaux libres.

Oligo-éléments : Parmi les oligo-éléments, on trouve le sélénium, le zinc et le cuivre
qui, lorsqu’ils sont présents en quantités adéquates dans 1’organisme, contribuent a la défense
contre le stress oxydatif en agissant comme cofacteurs d’enzymes antioxydantes.

VI1.3. Stress oxydant

Le stress oxydatif se caractérise par un déséquilibre entre les mécanismes oxydants et
les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire. Ce
déséquilibre peut résulter d’une diminution des systémes de défense antioxydants ou d’une
augmentation de la production de radicaux libres [107].

VI1II. La toxicité

La toxicologie explore les impacts néfastes des produits chimiques sur les étres vivants,
nécessitant une variété de savoirs scientifiques et s'intéressant a divers domaines comme

I'agriculture, l'alimentation, la pharmacologie, I'environnement, et plus encore [161].
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Matériel et méthodes
Matériel et méthodes
I. Tests phytochimiques
1.1. Matériel végétal
> Notre étude a porté sur deux especes formé de deux familles différentes :
La premiere espéce : Origanum majorana L. Famille de Lamiaceae.
Figure 16 : L’espéce Origanum majorana L.
La deuxiéme espece : Saussurea lappa L. Famille des Asteraceae.
Figure 17 : L’espéce Saussurea lappa L.
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I.1.1 La récolte de la matiere végétale

La matiére végétale est obtenue a partir d’un vendeur de plantes médicinales de la
région de Chelghoum Laid, Mila.
I.1.2. Broyage des parties secs

Les organes des plantes sélectionnees (parties aériennes d’Origanum majorana L. et
des racines de Saussurea lappa L.) ont été broyés dans un mortier pour obtenir une poudre
fine utilisable.
1.1.3. Extraction de métabolites secondaires

» Objectif

Cette étape consiste a extraire un maximum de molécules chimiques des parties
aériennes d’Origanum majorana L. et des racines de Saussurea lappa L. a I'aide de solvants
organiques qui accelerent la vitesse d'extraction et augmentent le volume d'extraction.

» Macération

Principe

La macération est une méthode qui consiste a mettre en contact prolongé des plantes
en poudre avec un solvant afin d'en extraire les principaux principes actifs. Elle s'effectue a
température ambiante et est donc tres adaptée au maintien de I'intégrité moléculaire.
Protocole

100 g des parties aériennes de la plante Origanum majorana L. et 100 g des racines
de la plante Saussurea lappa L. ont été placés sous forme de poudre dans un flacon
contenant un mélange de solvant : (méthanol : eau) (70:30) et macérés pendant 72 heures.

Cette opération a été répétée 03 fois. Le trempage hydroalcoolique a été filtré. Le
filtrat hydroalcoolique a été concentré a sec sous pression réduite a I'aide d'un évaporateur

rotatif.

\ ) \

Broyage de ,%\

matiére végétale

i
dans un mortier — ‘
Macération dans

I'alcool (méthanol :

[ ]
eau) (70:30)

Filtration et recueil du filtrat

Figure 18 : Les étapes d’obtention des extraits de plantes.
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> Evaporation
Les extraits hydroalcooliques obtenus sont concentrés sous pression réduite a l'aide
d'un évaporateur rotatif (Rotavapor) a une température controlée entre 37 °C et 40 °C.
I.2. Détection des polyphénols
1.2.1. Détection des quinones libres
1g de matiére vegetale séchée et broyée a été placé dans un flacon avec 50-60 ml
d'éther de pétrole, agités et laissés reposer pendant 24 heures.
La présence de quinones libre est confirmée par 1’ajout du réactif NaOH (10%) a
I’extrait éthérique et que la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violette [123].
1.2.2. Criblage des anthraquinones
1g de plante séchée et broyée a été placé dans un flacon avec 50-60 ml de
chloroforme, agité et laissé reposer pendant 24 heures.
La présence d'anthraquinones est confirmée par I'addition du réactif KOH (10 %) a
I’extrait chloroformique par le virage au rouge de la phase aqueuse [124].
1.2.3. Criblage des flavonoides
Les flavonoides sont détectés par le test de Wilstater
Mettre 03 ml d’extrait hydro-alcooliques dans un tube et ajouter 3-4 gouttes d'acide
chlorhydrique (HCI) concentré avec 03-04 tournures de magnésium, Observer le changement
de couleur. L'apparition de tons roses, rouges ou oranges indique la présence de flavonoides
[160].
1.2.4. Criblage des tannins
100 mg d’extrait hydrométhanolique sont dissout dans 25 ml d’eau distillée chaude
puis additionné de trois a quatre gouttes de NaCl 10%. La solution ainsi obtenue est filtrée.
Le filtrat est ensuite reparti dans trois tubes a ainsi, le 3eme tube servant de témoin :
» Tube 01 : Addition de quatre a cing gouttes de gélatine I’apparition d’une
précipitation par signifie la présence de tanins.
» Tube 02 : Addition de quatre a cing gouttes de FeClI3 en solution hydrométhanolique.
La couleur vire au bleu noirs en présence de tanins galliques et au brun verdatre en
présence de tanins catéchique [124].
1.3. Detection des Stérols, stéroides et terpenes
Dépigmenter 100 mg d’extrait méthanolique par addition de 10ml de cyclohexane et
agitation pendant 5 minutes et dissoudre le résidu dépigmenté dans 12 ml de chloroforme.
Sécher la solution obtenue sur Na.SO4 anhydre, puis filtrer. Répartir le filtrat dans
quatre tubes a essai :
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Tube 01 : témoin
Tube 02 : Test de Salkowosko

Incliner le tube a 45°C, ajouter 4 a 5 gouttes de H.SOa. Agiter le mélange 1égeérement
et noter le changement graduel de coloration, une couleur rouge indique la présence de
stérols insatureés.

Tube 03 : Test de Libermann-Buechard

Additionner quatre gouttes d’anhydride acétique puis agiter Iégérement. Ajouter une
goutte de H.SO. concentré. Le changement de coloration est observé pendant une heure.

Une couleur bleu-vert indique la présence de stéroides tandis que rouge-violet a rose
dénote la présence de triterpénes.

Tube 04 : test de Badjet-Kedde

Additionner quelques grains d’acide picrique. L’apparition d’une coloration orange

est due aux stéroides lactoniques.
I.4. Détection des coumarines
1.4.1. Préparation de I'éluant

Mélange de toluéne et d'acétate d'éthyle (34:14)
1.4.2. Préparation des plaques CCM

Dans la plaque préparée a CCM on dépose sur la ligne de dép6t nos échantillons
(extraits méthanoliques) du différents organes des plantes étudiées et on met les plaque CCM
dans la cuve pendant la migration des échantillons. La visualisation du chromatogramme,
apres migration, se fait a 254 nm et 365 nm.

I.5. Détection des saponosides

Afin d'identifier rapidement les organes avec des saponosides, il suffit de souligner
leur pouvoir inanimé en agitant simplement cette poudre en présence d'eau distillée (pendant
15 secondes) et en observant les bulles trés fines qui se forment apres une durée d'au moins
10 minutes.

1 g de poudre végétal est introduit dans des tubes avec 10 ml d’cau distillée puis on
chauffe le mélange au bain marie a 85°C Pendant 20 min, apres on agite vigoureusement
chaque tube, en position horizontale pendant 15 secondes environ portoir, apres 10 min au
repos on compare les hauteurs des mousses [46].

- Pas de mousse = Test négatif.

- Mousse de moins de 1cm =Test positif faible.

- Mousse de 1 a 2cm =Test positive.

- Mousse de plus de 2cm = Test tres positif. [76].
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1.6. Dosage des composés phénoliques totaux
> Principe

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu [135] selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par (Muller et al,
2010) [99].

Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d'acide phosphomolybdique (Hs3PMO12040), est réduit, lors de I'oxydation des phénols. La
coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une
absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

La concentration en polyphénols totaux est estimée a partir de la courbe d'étalonnage
établie avec I'acide gallique (0,2 mg/ml).

> Protocole

Un volume de 20ul d’extrait de plante a été ajouté a 100ul de FCR dilué (1 :10) et
75ul de carbonate de sodium (7,5%). Dans une microplaque 96 puits, mettre le mélange a
I’obscurité pendant deux heures puis la lecture est faite a 765 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé
(Méthanol).

1.7. Dosage des flavonoides
» Principe

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre trichlorure d’aluminium (AICI3) et les flavonoides selon la méthode de (Topcu et al,
2007) [142] et utilisée avec quelques modifications pour une détermination sur microplaque
96 puits.

» Protocole

Un volume de 50ul de I’extraite diluée est ajouté a 20l NaNO> suivi par 20ul AICI3
et 100 pl NaOH, apres 40 min 1’absorbance est lue a une longueur d’onde de 415 nm. Un
blanc échantillon est préparé en remplagant 1’extrait par le méthanol.

La Quercétine a été utilisée comme une courbe d’étalonnage des flavonoides a une

concentration de 0,2 mg/ml.
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I1. Evaluation des activités biologiques
I1.1. L activité antibactérienne

» Matériel végétal

Il s'agit d'extraits méthanoliques de feuilles d’Origanum majorana L. (EMOM) et de
racines de Saussurea lappa L. (EMSL).

» Souches testées
e Bactéries a gram positif (staphylococcus aureus)
e Bactéries a gram négatif (Escherichia coli)

> Protocole expérimental

Les extraits méthanoliques ont été appliqués sur deux souches bactériennes

(Escherichia coli et Staphylococcus aureus) a l'aide d'une méthode de disque basée sur la
diffusion en gélose [118].
Préparation de I’extrait

Tableau 08 : Séries de dilutions réalisées a partir d'extraits méthanoliques.

Dilution Préparation Concentration

C1 (200%) 20mg d’extrait méthanolique de chaque plante dilué 20mg/ml
dans 1 ml de méthanol.

C2 (150%) 15mg d’extrait méthanolique de chaque plante dilué 15mg/ml
dans 1 ml de méthanol.

C3 (100%) 10mg d’extrait méthanolique de chaque plante dilué 10mg/ml
dans 1 ml de méthanol.

C4 (50%) 5mg d’extrait méthanolique de chaque plante dilué 5mg/mi
dans 1 ml de méthanol.

Préparation de pré-culture bactérienne

L'étude a nécessité des conditions stériles avec un bec Bunsen, des boites de Pétri et
des instruments stériles. Aprés refroidissement, le milieu de sélection dissous a été placé
dans une boite de Pétri stérile et laissé a geler [101].
Revivification des souches bactériennes

Une ou deux colonies ont été prélevées a I’aide d’une pipette pasteur stérile, et
chaque souche a été inoculée et revivifie dans des boites de pétri contenant du milieu de
sélection et incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.
Préparation de suspensions bactériennes

Prélever deux ou trois colonies dans une anse stérile et les suspendre dans un tube
contenant 10 ml d'eau physiologique. Aprés agitation, bien homogénéiser a l'aide d'un

vortex.
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Ensemencement

A ce stade, des boites de Pétri contenant du milieu de Mdller-Hinton sont
ensemencées avec une culture de 24 heures de la souche. Pour ce faire, une suspension
microbienne a une densité de 0,2-0,3 est ensemencée a l'aide d'un Coton Tige (écouvillons
de prélevement) ou d'une pipette Pasteur.
Préparation des disques

A l'aide de pinces stériles, quatre disques stériles de 5 mm de diamétre ont été
trempés dans 30 pl de chaque extrait de plante a différentes concentrations et placés
aseptiqguement a la surface du milieu.
Incubation

Les cultures bactériennes exposées aux extraits de plantes ont été refroidies a 4°C
pendant 2 heures pour permettre aux extraits de bien pénétrer dans la gélose. Les cultures ont
ensuite été incubées dans I'obscurité pendant 18 a 24 heures dans une étuve a 37°C.
Lecteur des résultats

Une regle a été utilisée pour mesurer le diametre de la zone d'inhibition autour du
disque auquel I'extrait a été ajouté. Les résultats ont été exprimés selon trois niveaux
d'activité :
Souche résistante _ (diamétre <5 mm).
Souche sensible + (6 mm < diametre < 11 mm).
Souche trés sensible ++ (12 mm < diamétre < 17).
Extrémement sensible +++ (diamétre >18).
11.2. Activité anti-oxydantes

» Préparation des échantillons

- Mesurer avec précision 4 mg de chaque extrait (méthanolique) sur une balance.

- Dissoudre les 4 mg de chaque extrait dans 1 ml de méthanol dans des tubes a essai
individuels (un tube par extrait).

- Placer les tubes dans un agitateur a ultrasons jusqu'a ce que les solutions soient
homogeénes.

- Pour chaque solution d'extrait, réaliser six dilutions selon I'équation 01 en ajoutant
0,5ml methanol a six tubes a essai de 1,5 ml chacun.

Equation 01:(1/2n)

n:nombre de dilutions.

32




Matériel et méthodes

1 /2 1/a /8 1/16 1/32 1/64

Figure 19: les différentes dilutions de I’extrait
Remarque:

» Avant la dilution :

Dans le tube 01 on trouve un volume de Iml (V=1 ml) contient 1’échantillon avec une
concentration (C=1).
- Dans les six autres tubes, V=0,5 ml méthanol.

» Apreés la dilution :

- Dans les tubes 01-06 on trouve : V=0,5 ml des échantillons dilués avec deférentes
concentrations.
- Dans le dernier tube : V=1 ml, C=1/26 =1/64
1-Activité antiradicalaire au DPPHe+
» Principe
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du
DPPH chromogene de couleur violette selon Blois, le a-tocophérol, et Ascorbic acid
sont utilisés comme standards antioxydants.
Cette approche se distingue par sa rapidité, sa sensibilité, sa facilité d'utilisation et sa
faible consommation de réactifs.
» Instruments utilisés
Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 ul pour chaque puits.
> Réactifs utilisés
1- Méthanol
2- DPPH
3- Extrait de plante
» Mode opératoire
» Préparation de la DPPH
Dissoudre 4 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a 1’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517

nm) dans le spectrophotométre.
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» Procedure
160 pl (DPPH) + 40 pl (extrait) + lecture 517

Le taux d’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (%) est calculé de la
maniére suivante :

Inhibition (%) = [(Acontrol — Aextrait) / Acontrol] X 100

La réalisation de cette activité permet de déterminer la concentration de 1’extrait
nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du radical DPPH
2- Activité du piégeage du cation radical ABTS-+ : ABTS scavenging activity

» Principe de la réaction :

L’activit¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999) [121].

> Instrument utilisé :

Un spectrophotometre a cuve de volume 3 ml ou un lecteur a microplaque

> Réactifs utilises :
1- K2S:0s
2- ABTS
3- Eau distillé
4- Méthanol
» Procedure :

A partir de I’ABTS et du persulfate de potassium K2S20s : les deux produits en solution
aqueuse sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiére pendant 12- 16H ; 1’absorbance de la
solution ainsi obtenue est ajustée par (Méthanol ou H>O) a 0.700 £ 0.020 a 734 nm avant
I’'usage
(ABTS+) — 19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H20 + 3,3 mg (2.45 mM) (K25208) +5 ml H,0+
attendre 16 heures a I’abri de la lumiére

» Procédure
160 (ABTS+) + 40 pul (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm
-L’évaluation de I’inhibition d’ABTS en pourcentage est calculée de la maniére suivante
Inhibition (%) = [(Acontrol — Aextrait ) / Acontrol ] X 100

La réalisation de cette activité permet d’établir la quantité d'extrait nécessaire pour
réduire de moitié la concentration initiale du radical ABTS.

3- Activité du pouvoir réducteur : Reducing power (FRAP)
» Principe de la réaction

L’activité Reducing power est déterminée par la méthode de Oyaizu [110] avec une
legere modification.
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» Instruments utilisés :
Lecteur de microplaque
» Reactifs utilisés :
1-TCA
2- K3Fe(CN)s
3- FeCls
4- phosphate buffer
5- Eau distillée
» Procédure
10 pl extrait + 40 pl phosphate buffer (pH 6.6) + 50 ul potassium ferricyanide (1%) KsFe(CN)s
(1 g de KsFe(CN)e dans 100 ml H20 ) + incubé a 500C pendant 20mn +50 pl tri-chloro acetic
acid (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H20)+ 40 ul H20 + 10 pl ferric chloride FeCls
(0.1%) (0,1 g de FeClI3 dans 100 ml H20) + lecture a 700 nm.
Les résultats ont été calculés a titre de A0,5 (ug/ml) correspondant a la concentration
indiquant 0,50 d’absorbance.
4- Activité de réduction par la formation du complexe Fe2+ : Phenanthroline activity
» Principe
L’activit¢ de phenanthroline est déterminée par la méthode de (Szydlowska-
Czerniaka,2008) [140].
» Instrument utilisés :
Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 ul pour chaque puits
» Reactifs utilisés :
1- Phenanthroline
2- Ferric chloride FeCls
3- MeOH , Eau distillée
> Préparation:
- Phenanthroline (0.5%)
0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH
- Ferric chloride FeCls (0.2%)
0.02g de FeClz dans 10ml de H.O
» Procedure :
10 pl extrait + 50 pl FeCls (0.2%) +30 pl Phenanthroline (0.5%) + 110ul MeOH+ incubation
a I’obscurité pendant 20 min a 30°C + lecture & 510 nm.
Les résultats ont été calculés a titre de A0,5 (ug/ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d’absorbance.
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11.3. L’activité Anti-inflammatoire in-vitro
Principe de la réaction :

L’activité Anti-inflammatoire in-vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu K,
(2013) avec de légeres modifications.

Le principe consiste a I’inhibition de dénaturation du BSA provoquée par la chaleur
(72°C) par les extraits.

» Instrument utilisé :
Spectrophotometre a cuve HELIOS EPSILON (Thermo scientifique).
> Réactifs utilises :
1- Tampon Tris-Hcl 0.05M pH 6,6
2- BSA (bovine serum albumin)
3- Diclofénac de sodium (Standard)
» Procédure :

- Préparation du Tris-HCI 0.05 M PH : 6,6
1,2144g est dissous dans 200 ml de I’eau bi distillée. Le PH est par la suite ajusté a 6,6 avec
I’HCL.

> Préparation des extraits :
Différente concentration de 1’extrait de plante sont préparée a partir d’une solution mere de10
000 ppm.

» Préparation du standard :

Différente concentration de Diclofénac sodique (forme injectable) sont préparée dans
’eau distillée a partir d’une solution mere de 16mg/ml

» Préparation des blancs :

a- Pour chaque concentration d’extrait de plante un blanc extrait est préparé dans le quel
01ml d’extrait est ajouté a 1 ml de Tris-HCI (Ce blanc a pour but de soustraire 1’absorbance
de I’extrait des résultats obtenus).

b- un blanc BSA contenant 1 ml de la solution de BSA ajouté a 1 ml du solvant utilisé pour
les extraits (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de
substance inhibitrice)
» Préparation de la solution BSA 0,2%:
0,2 g de BSA est dissoute dans 100 ml de tampon Tris-HCI
» Mode opératoire :

1 ml de chaque concentration d’extrait ou du standard + 1 ml de solution de BSA 0.2%

prépare dans le Tris HCI PH : 6,6 incubation a 85 C° pendant 15 min.
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Apreés refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm dans un spectrophotometre a
cuve.

I1.4. Activité anti-inflammatoire in vivo

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire se fait en provoquant un cedéme par
I’injection d’une solution de formol a 1% dans I’aponévrose de la plante de la patte. [132]

> Matériel végétal:

Extrait hydrométhanolique des feuilles d'Origanum majorana L. et des racines de
Saussurea lappa L. préalablement préparé.

» Matériel animal :

Les rats utilisés dans I'étude étaient des rats Wistar albinos méles et femelles pesant entre
100g et 350g.

Les animaux ont été logés dans des cages (50*60*53 cm3) et les adaptations ont été
effectuées dans des conditions naturelles de température de 24°C, d'humidité de 50% et de
photopériode dans I'animalerie de l'université Mentouri Constantine. La photopériode était de
12/24 heures.

Les rats ont été nourris ad libitum avec de la nourriture et de I'eau selon le "régime standard
fourni par le Bureau National des Animaux d'Ain M’Lila (ONAB)".

Pour cette étude ont été choisis les rats femelles de souches Wistar dont le poids varie
de 178 2250 g.

» Protocole expérimentale:

Les rats mis a jeun pendant 17 heures, ils divisés en quatre groupes homogeéne de trois
pour chaque.

Chaque groupe de rats a été soumis a des traitements différents selon le protocole
suivant:

Lot témoin : Les rats de ce groupe ont recu une administration par voie orale d'eau
physiologique (NaCl a 0,9%) a raison de 1.5 ml, suivie de l'injection de 0,1 ml de formol a 1%
sous lI'aponévrose plantaire de la patte postérieure droite, 30 minutes apres.

Lot référence : Les rats de ce groupe ont été traités avec un anti-inflammatoire
(diclofénac) a une dose de 75 mg/kg par voie orale, suivi de l'injection de formol a 1%,

également 30 minutes aprés.
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A

:

Figure 20: injection du formol 1%.

Lotessai 1 : Les rats de ce groupe ont recu par voie orale d’extraits Origanum majorana
L. & une dose de 300 mg/kg pour chaque rat, puis 30 minutes apres, une injection de formol a
1%.

Lot essai 2 : Les rats de ce groupe ont été traités par voie orale avec I’extrait
méthanolique de Saussurea lappa L. a une dose de 300 mg/kg, suivi de I'injection de formol a
1%, également 30 minutes apres.

Les volumes de la patte ont été relevés pendant chaque heure durant trois heures apres
I’injection de formol a ’aide d’un tube gradué contient un volume de 1’eau coloré en vert
indiqué par un papier millimétre en suivant la différence et la hauteur de volume apparu dans
le tube a chaque fois.

L’efficacité anti-inflammatoire a été évaluée en calculant le pourcentage d’inhibition de
I’cedéeme (INH%) selon la formule suivante :

INH%= (Vt —V0)temoin—(Vt—V0) traité/(Vt—V0)temoinx100

VO : représante le volume de la patte a t=0 (avant injectuion du formol)

V1t : représente le volume de la patte a un temps t quelconque.
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Figure 21: Mesure du volume de I’cedéme.

11.5. L activité analgésique
Writhing test (Induction de la douleur par I'acide acétique)
» Matériel végétal
Il s'agit ’EMOM et d’EMSL.
» Matériel animal
Les expériences ont été réalisées avec des rats males adultes pesant entre 110 g et
200g. Les rats ont éte divisés au hasard en 04 lots homogénes de trois animaux chacun, les
rats sont identifiés en scannant leur queue a I'aide d'un marqueur permanent.
> Réactifs
+» Solution d’acide acétique a 1% dans 1’eau physiologique.
+» Extraits méthanoliques des feuilles d’Origanum majorana L. et des racines de
Saussurea lappa L. (300mg/kg).
+ Du paracétamol comme antalgique oral de référence a raison de (100mg/kg).
+» L’eau physiologique (1ml/100g) comme substance témoins.
» Principe
La méthode utilisée était similaire a celle décrite par (Koster et al., 1959) et modifiée
par (Collier et al., 1968), avec quelques modifications et testée.
L'effet analgésique de I'extrait a été évalué par le suivi du nombre de douleurs
abdominales induites par I'injection intrapéritonéale d'acide acétique.
L'injection intrapéritonéale (IP) d'acide acétique provoque chez le rat un syndrome

douloureux, provoquant des mouvements d'extension des membres postérieurs et des
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contractions (spasmes) des muscles dorsogastriques, qui peuvent étre atténués par des
antispasmodiques.
> Protocole expérimental

Par conséquent, 04 groupes des rats (n=3) ont éte créés, avec un nombre égal de
males, mis a jeun pendant 18 heures et ayant un acces libre a I'eau. Au début de I'expérience.

Les rats de chaque groupe ont été peses et marqués avant I'administration orale de
chaque traitement.
Au temps T-30 : (Gavage)

Recoivent par voie orale les suspensions suivantes :
Lot de témoin négatif (1): Eau physiologique (NaCl 0,9%) (1 ml/100 g).
Lot de réference (11): Paracétamol (100 mg/kg).
Lot ’EMOM (l11): EMOM (300 mg/kg).
Lot d’EMSL (1V): EMSL (300 mg/kg).

Au temps TO : (injection d’acide acétique 1%).

30 minutes apres les différents traitements, I'acide acétique (1 %) a été injecté par
voie intrapéritonéale (0,15 ml/20 g) dans les différents groupes de rats.
Post-injection d'acide acétique

Apres l'injection d'acide acétique, le syndrome douloureux a été caractérisé par des
mouvements d'étirement des membres postérieurs et de torsion du groupe musculaire dorso-

ventral. Ces torsions ont été enregistrées sur une période de 15 minutes [138].

(NacCl 0,9%) .
pPparacétamol.
extrait .

Comptez le
nombre de

CcCrampes
7 Ppendant 15
— minutes.
// \ injection
. d’'acide
p LA acétique B
1°%6;

Chreated by mlakendarr.cam  bioe

Figure 22 : Les étapes d’activité analgésique.
Pourcentage d’inhibition (%) = (1- Wt /Wc) * 100

Woc : nombre moyen de distorsions des rats dans le lot de controdle.

Wt : nombre moyen de distorsions des rats dans le lot de traitement.
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11.6. L activité antipyrétique

L’effet antipyrétique des extraits testés a été examiné sur des rats albinos adulte a 1’aide
de la méthode de I’hyperpyrexie induite par la levure . [89]

> Matériel végétal:

Extrait hydro-méthanolique des feuilles d'Origanum majorana L. et des racines de
Saussurea lappa L. préalablement préparé.

» Matériel animal :

Cette expérience a été menée en utilisant des rats males de souche Wistar dont le poids
entre 192 a 344 g, ont été obtenus auprés de I’animalerie de I’université des fréres Mentouri
Constantinel.

Les rats ont été acclimatés aux conditions de laboratoire standard .

» Protocole expérimentale:

Les rats ont été mis a jeun pendant 17 heures et avant I’expérimentation .les rats répartis
en quatre groupes homogeénes de trois individus chacun.

Les rats ont été recu par voie sous cutanée suspension aquese de levure de biére de 20%
et aprés 24heures chaque groupe de rats a été exposé a des traitements distincts conformément
au protocole suivant:

Figure 23: Injection de la levure sous-cutanée .

Lot témoin: les animaux de ce groupe regu par voie orale a 1’aide d’une seringue de
gavage ’eau physiologique a dose de 10ml/kg.

Lot référence: les animaux de ce groupe recu un antipyrétique (Paracétamol) de
150mg/kg de poids corporel .

Lot d’essai 1: : les animaux de ce groupe recu par voie orale 300mg/kg d’extrait
méthanolique Origanum majorana L .
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Lot d’essai 2: : les animaux de ce groupe recu par voie orale 300mg/kg d’extraits
Saussurea lappa L.

La prise de la températue doit étre réalisée toutes les heures pendant cing heures apres
le gavage , en utilisant un thermomeétre numérique inséré par voie rectale.

Le pourcentage de diminution de la pyrexie a été calculé selon :

R(%):((TTZ__?;) x 100

Tp :température aprés induction de la pyrexie

Tn : température apres x temps

Ti : température intiale

Figure 24 : Mesure de la température rectale .

I11.7. L’activité anti ulcére
Induction de ’ulcére gastrique par le mélange HCl/Ethanol
> Matériel végétal
Il s'agit ’EMOM et d’EMSL.
» Matériel animal
Les expériences ont été réalisées avec des rats males adultes de la souche Wistar
pesant entre 180 g et 280 g. Les rats ont été divisés au hasard en 05 lots homogénes de trois
animaux chacun.
> Reactifs
% Solution de HCI a 3% dans I’eau physiologique.
% Solution d’éthanol a 60% dans I’eau physiologique.
¢ Extraits méthanoliques des feuilles d’Origanum majorana L. et des racines de
Saussurea lappa L. (300mg/kg).
%+ D’Oméprazole comme antalgique oral de référence a raison de 30mg/kg.
% L’eau physiologique (1ml/100g) comme substance témoins.

+ Solution de formol a 10 % dans I’eau physiologique pour conserver les estomacs.
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%+ Solution de chloroforme pour comme anesthésie.
> Principe
Les effets gastro-protecteurs des principes actifs de Saussurea lappa L. et Origanum
majorana L. ont été testés sur des rats en utilisant le protocole de (Brzozowski et al.,1998)
avec de légeres modifications [29].

Des lésions gastriques ont été induites avec un mélange d'acide chlorhydrique et

d'éthanol, un agent de formation d'ulceres.
» Protocole expérimental

L'agent ulcerant (HCI/Ethanol) est un mélange d'acide chlorhydrique ou HCI (3 %) et
d'éthanol (60 %) (50:50/ v:v), selon le modéle de (Robert et al.,1979) [125].

Par conséquent, 05 groupes des rats (n=3) ont été créés, avec un nombre égal de
femelles et de males, mis a jeun pendant 24 heures et ayant un acces libre a I'eau. Au début
de I'expérience.

Les rats de chaque groupe ont été pesés et marqués avant que chaque traitement ne
soit administré par voie intra-gastrique.

Au temps T-05 : (gavage)

Les suspensions suivantes sont administrées par voie orale en lots de 04 :
Lot de témoin positif (I): L’eau physiologique (NaCl 0,9 %) (1 mi/100 g).

Lot de témoin négatif (11): L’eau physiologique (NaCl 0,9 %) (1 ml/100 g).
Lot de référence (111): Oméprazole (30 mg/kg).

Lot ’EMOM (1V): EMOM (300 mg/kg).

Lot d’EMSL (V): EMSL (300 mg/kg).

Au temps TO :

01 heure plus tard, une solution de HCI/éthanol (10 ml/kg) a été administrée par voie
orale (par gavage) aux rats de chaque groupe, a I'exception du groupe de contrdle positif.
Au temps TO1 :

Les rats ont été sacrifies 01 heure apres I'administration de la solution HCI/éthanol
apres dislocation cervicale sous anesthésie au chloroforme.

L'estomac a été retiré apres dissection abdominale médiane, ouvert le long de la
grande courbure, lavé avec du sérum physiologique et enfin étalé sur un verre de montre
pour faciliter I'observation des lésions formées. Les photographies ont été prises a l'aide d'un
appareil photo a un grossissement de 0,8x. Pour les études histologiques, les estomacs ont

été scellés et conservés dans du formol a 10 %.
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L’utilisation du programme Image J
Les estomacs photographiés, ont été analysés ultérieurement par le programme
ImageJ (http://www.winportal.fr/imagej).

A l'aide de ce programme, la surface des lésions gastriques et la surface totale de
chaque estomac ont eté mesurées. Les résultats obtenus ont permis de calculer deux
parameétres différents [158] :

Le pourcentage d’ulcération a été calculé par la formule suivante :

% d’ulcération = (surface totales des lésions / surface totale de I’estomac) *100

Le pourcentage de protection ou d’inhibition de I’ulcére pour chaque groupe traité a
été calculé selon la formule suivante :

% Inhibition = ((USc — USt) / USc) *100
USc: Surface ulcerée du contréle.
USt: Surface ulcérée du test.

111.8. Activité antidiabétique

» Matériel animal:

Les rats utlisés dans notre étude sont adultes males de souches Wistar dont le poids entre
180 a 250 g, ont été obtenus aupres de 1’animalerie de I"université des fréres Mentouri.

Les rats ont été maintenus dans des conditions de laboratoire standard.

» Matériel végétal:

Extrait hydro-méthanolique des feuilles d'Origanum majorana L. et des racines de

Saussurea lappa L. préalablement préparé.
» Protocole expérimentale

Les rats mis a jeun pendant 12 heures,ils divisés en quate groupes homogéne de trois
pour chaque.

L’expérience a été réalisé sur 12 rats répartis en trois lots, ces trois lots ont regu des
traitements différent par voie orale.

Lot 1(témoin): traité avec I’eau physiologique 0.9% a dose de 250mg/kg.

Lot 2(référence): traité avec la Diaglinide ,un médicament antidiabétique qui stimule
la production d’insuline par le pancréas, permettant ainsi de baisser la glycémie a une dose de
0.5mg/kg.

Lot3(expérimentalel): traité avec 1’extrait de Origanum majorana L. de dose de
300mg/kg.

Lot 3(expérimentale2): traité avec 1’extrait de Saussurea lappa L. de dose de
300mg/kg.
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On a mesuré le taux de glycémie 30 min avant I’administration des différent traitements

, ensuite, une solution de glucose est administrée par voie orale aux rats a une dose de 4g/kg.

puis on a mesuré la glycémie des rats apres 30,60,120,180 min apres 1’administration de la
solution de glucose.

Le glucose sanguin a été évalué en utilisant un glucomeétre avec des bandelettes adaptees

(Bionime) apres avoir prélevé du sang de la veine principale de la queue obtenu par une coupe

de 2mm.

Figure 25: coupe au niveau de la queue du rat et mesure du glucose sanguin.
111.9. Etude de la toxicité

» Matériel animal:
Les rats utlisés dans notre étude sont adultes males de souches Wistar dont le poids entre
170 a200 g, ont été obtenus aupres de 1’animalerie de I'université des fréres Mentouri.
Les rats ont été maintenus dans des conditions de laboratoire standard.
» Matériel végétal:
Extrait hydro-méthanolique des feuilles d'Origanum majorana L. et des racines de
Saussurea lappa L. préalablement préparé.
» Protocole expérimentale
L'étude de la toxicité orale aigué a été réalisée en suivant les lignes directrices de 'OCDE
[106], [53]. Chaque extrait a été testé sur trois rats. Apres administration d'une dose de 2 g/kg
de la substance testée, les animaux ont été observés pendant 24 heures pour évaluer leur
comportement et leur mortalité. [88]. Aprés 24h, on fait dissection sur les rats.
La moitié des décés chez les animaux est attribuable a une concentration toxique de
certaines substances. On peut remarquer des signes tels que des altérations cutanées et de la
fourrure, des anomalies oculaires, des problémes de muqueuses, des tremblements, des

convulsions, une augmentation de la salivation, des épisodes de diarrhée, une léthargie, des
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périodes de sommeil excessif jusqu'au coma, ainsi que des dysfonctionnements des systémes
nerveux respiratoire, circulatoire, autonome et central. Ces symptémes affectent également
I'activité musculaire et le comportement de I'animal.

Figure 26 : Rat recoit de I’extrait par gavage .
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Résultats et discussion
I/Screening phytochimique des métabolites secondaires
Les tests phytochimiques effectués sur des extraits EMOM et EMSL des especes
d'Origanum majorana L. et de Saussurea lappa L. en utilisant des réactifs de caractérisation
qualitative. Ces tests phytochimiques sont basées sur des réactions de coloration et de
précipitation.
1.1. Criblage des composés phénoliques

1.1.1. Détection des quinones libres

Tableau 09 : Résultats de criblage des quinones libres dans les espéces

O.majorana et S.lappa.

Extraits Observation de coloration Résultats

Test positive

Origanum (+)
majorana Observation
L. de la couleur
orange .
Test positive
Saussurea (+)
lappa L. Observation
de la couleur
jaune.

Les résultats obtenus montrent que les deux especes sont modérément riches en
quinones.
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1.1.2. Criblage des anthraquinones
Tableau 10 : Résultats de criblage des anthraquinones dans les espéces
O.majorana et S.lappa.

Test positive

Origanum +)
majorana Observation
L. de la couleur
rouge.

Test négative
Saussurea )
lappa L. Aucune
changement
de couleur.

Les tests phytochimiques ont montré que O.majorana riche en anthraquinones par

contre S.lappa ne contient pas d’anthraquinones.
1.1.3. Criblage des flavonoides
Tableau 11 : Résultats de criblage des flavonoides dans les especes
O.majorana et S.lappa.

Test positive
Origanum (+)
majorana L’apparition
L. de la couleur
rouge .
Test positive
Saussurea (+)
lappa L. L’apparition
de la couleur
rouge .
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La détection de flavonoides indique que ces plantes sont riches en flavonoides.

1.1.4. Criblage des tannins

O.majorana et S.lappa.

Tableau 12 : Résultats de criblage des tannins dans les especes

Extraits Observation de coloration Résultats
Test positive
Origanum (+)
majorana L’apparition
L. de la couleur
vert-noir
Test positive
Saussurea (+)
lappa L. L’apparition
de la couleur
bleu-noir

La présence des tanins galliques chez I'espéce Saussurea lappa L., et des tanins

catéchiques chez I'espece Origanum majorana L.

1.2. Criblage des Stérols, stéroides et triterpénes

Tableau 13 : Résultats de criblage des triterpénes dans les espéces

O.majorana et S.lappa.

Extraits Observation de coloration Résultats

Test positive

Origanum (+)
majorana L’apparition
L. de la couleur

rouge

Test positive

Saussurea (+)
lappa L. L’apparition
de la couleur
rouge violet
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Tableau 14 : Résultats de criblage des stérols dans les especes

O.majorana et S.lappa.

—

Test positive
Origanum +)
majorana L’apparition
L. de I'anneau
rouge
Test positive
Saussurea +)
lappa L. L’apparition
de I'anneau
rouge

Tableau 15 : Résultats de criblage des stéroides lactoniques dans les especes
O.majorana et S.lappa.

Test positive
Origanum (+)
majorana L’apparition
L. de la couleur
orange
Test positive
Saussurea (+)
lappa L. L’apparition
de la couleur
orange

Les tests phytochimiques montrent que les deux espéces sont riches en stérols, en
triterpénes, et en stéroides lactoniques.
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1.3. Détection des coumarines

Criblage des coumarines, sur des plaques CCM 254 avec de (l'acétate d'éthyle:
toluene) (34:14) comme phase mobile et la visualisation UV ont confirmé la présence de
taches bleues, indiquant la présence de coumarine dans les deux plantes.

1.4. Détection des saponosides

F e .

Figure 27 : Résultats de détection des saponosides dans les espéces O.majorana et S.lappa.

Apreés calcul de I’indice de mousse, nous avons constaté 1’absence de saponosides
dans les deux espéces.
1.5. Dosage des composés phénolique totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu [135] selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al, 2010
[99].

L’acide gallique est utilisé comme un standards, les résultats obtenue est présentee

dans une courbe d’¢étalonnage dont I’équation : y = 0,0034x + 0,1044

1
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0,1

0

0 50 100 150 200 250
Concentration d'acide gallique En Mg/MI

L J

y =0,0034x+ 0,2205
R2=10,9624

Absorbtion A 765nm.

Figure 28 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Tableau 16 : Teneurs en polyphénols totaux ’EMOM et EMSL.

Extrait Polyphénols (ug QE/ml)
EMOM 206,35+ 13,63
EMSL 174,09+ 7,79

Values were expressed as means + SD (n=3).

Total phenolic compounds were expressed as g gallique acid equivalent/ml (ug
QE/ml).

Les quantités des polyphénols totaux dans les deux extraits se distinguent par leurs
niveaux elevés avec des différences notables dans les deux extraits.

L'EMOM (206,35 pg QE/ml) est plus riche en composés phénoliques, que ’EMSL
(174,09 ug QE/mI).

Comparativement aux travaux menu par Madoui en 2018 [91] sur I’espéce
Origanum vulgaire et Saussurea costus (Asteraceae et Lamiaceae) a trouvé que ces especes
sont moins riches en polyphénols totaux par rapport a nos plantes.

1.6. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre AICI3 et les flavonoides, ayant une absorbance maximale a 430 nm.

La Quercétine a été utilisé comme un standard, la courbe d’étalonnage ayant
I’équation : (Y=0,048X) avec R?>=0,997.

1,20

=
o
o

o
@
o

0,60 y =0,0048x
R2=0,997

0,40

Abserbance A 415 Nm.

0,20

0,00
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Concentration De Quercétine En Mg /Mlextrait

Figure 29 : Courbe d’étalonnage de Quercétine.

Tableau 17 : Teneurs en flavonoides totaux ’EMOM et EMSL.

Extrait Flavonoides (ug QE/ml)
EMOM 78,40+ 12,22
EMSL 66,18+ 1,17

Values were expressed as means + SD (n=3).

52




Résultats et discussion

Flavonoids contents were expressed as g Quercétine equivalent /ml (ug QE/ml).
La concentration des flavonoides contenus dans les extraits des plantes est calculée en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la Quercétine comme standard.

L’extrait EMOM (78,40 pug QE/ml) est plus riche en des flavonoides, que 1’extrait
EMSL (66,18 pg QE/ml).

Madoui en 2018 a trouvé que 1’espece Origanum vulgaire et Saussurea costus des

familles d’Asteraceae et Lamiaceae présente une faible teneur en flavonoides [91].

I1. Propriétés biologique des extraits
I1.1. L’activité antibactérienne

Tableau 18 : Diamétres de la zone d’inhibition en (mm) aprés 24 h (Escherichia coli).

Traitements Résultats

Référence AUG3

EMOM

EMSL
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Tableau 19 : Diametres moyens de la zone d’inhibition en (mm) apres 24 h

(Escherichia coli).

C1 C2 C3 C4
Concentration

Escherichia coli
Référence AUG3
Diamétres moyens de la zone 5
d’inhibition en (mm)
Sensibilité _
EMOM
Concentration C1 C2 C3 C4
Diametres moyens de la 6 5 5 5
zone d’inhibition en (mm)
Sensibilité + _ _ _
EMSL
Concentration C1 C2 C3 C4
Diametres moyens de la 9 8 7 6
zone d’inhibition en (mm)
Sensibilité + + + +
E.Coli
IS
E 9
5 8
% 10
E 8
S 6
R 4 EMSL
> 2
g 0 Référence
5
>

@ Référence mEMOM wsEMSL

Figure 30: La moyenne de la zone d’inhibition sous ’effet de différentes concentrations
EMOM, EMSL et Référence (Escherichia Coli).

54




Résultats et discussion
Tableau 20 : Diamétres de la zone d’inhibition en (mm) aprées 24 h
(Staphylococcus aureus).
Traitement Résultats
Référence AUG3
EMOM
EMSL
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Tableau 21 : Diamétres moyens de la zone d’inhibition en (mm) apres 24 h
(Staphylococcus aureus).
Staphylococcus aureus
Référence AUG3
Diamétres moyens de la zone 20
d’inhibition en (mm)
Sensibilité +++
EMOM
Concentration C1 C2 C3 C4
Diamétres moyens de la 14 10 6 5
zone d’inhibition en (mm)
Sensibilité ++ + + _
EMSL
Concentration C1 C2 C3 C4
Diametres moyens de la 18 15 10 7
zone d’inhibition en (mm)
Sensibilité +++ ++ ++ +
Staphylococcus aureus
c 20 20 20 20
E 18
5 20
% 10 Référence
e EMSL
2 5 EMOM
© c1 c2 c3 c4
S Concentration
S BEMOM ®=EMSL wRéférence
Figure 31 : La moyenne de la zone d’inhibition sous I’effet de différentes concentrations
EMOM, EMSL et Référence (Staphylococcus aureus).
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Nous observons que les deux extraits exercent une activité antibacterienne inhibitrice
contre les deux souches bactériennes testés en dépit de leur morphologie et de leur Gram. Le
diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un autre.

En comparant les résultats obtenus, il est clair que 'EMSL présente une activité
bactéricide contre les deux souches, et la trés sensible est Staphylococcus aureus, avec un
diamétre d'inhibition maximal de 18 mm (gram positif) & des concentrations en C1 et un
diamétre d'inhibition minimal de 9 mm (gram négatif) pour les souches d'E.coli.

D'autre part, 'TEMOM ne montre une activité bactéricide que pour Staphylococcus
aureus dont le diamétre d'inhibition maximal de c1 est de 14 mm (gram positif), tandis que
la souche E. coli est moins sensible a 'TEMOM et le diamétre d'inhibition maximal est de 06
mm (gram négatif).

De plus, 'EMSL a un effet inhibiteur plus important et plus efficace sur la croissance
bactérienne que 'EMOM.

Staphylococcus aureus est extrémement sensible a I'EMSL (+ + +) par rapport a
I'EMOM (++).

E. coli est sensible a I'EMSL (+), mais n'est pas sensible a 'TEMOM.

11.2. Activité antioxydante

Cette étude était d'évaluer I'activité antioxydante des EM de deux plantes : Origanum
majorana L. (origan,majoraline) et Saussurea lappa L . Les antioxydants jouent un rdle crucial
dans la neutralisation des radicaux libres, prévenant ainsi les dommages oxydatifs associés a
de nombreuses maladies chroniques. Pour mesurer cette activité, plusieurs méthodes ont été
utilisées, notamment le DPPH, I'ABTS, le FRAP et la phénanthroline,.
1-DPPH assay

La capacité de réduction du radical libre DPPH en DPPH-H se mesure par la diminution
de I'absorbance a 517 nm, provoquée par lI'antioxydant. Ce processus est observable par un
changement de couleur allant du violet au jaune. Dans ce test, les résultats ont été compares

aux normes Trolox et acide ascorbique.
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Figure 32 : Microplaque des tests d’activités du radical DPPH de EMSL et EMOM.

Tableau 22 : inhibition du radical DPPH par les extraits de S.l et O.m.

% Inhibition in DPPH assay
Extari 12.5 25 50 100 200 400 800 | ICso
ts et (ng/ml)
standa
rds
EMSL | 15,15+ | 28,90+ | 59,75+ | 80,91+ | 82,60+ | 84,03+ | 79,88+ | 41,99+
6,02 4,71 1,71 7,38 7,05 5,31 4,67 1,77
EMO 31,27+ | 55,80+ | 84,82+ | 84,47+ | 84,87+ | 81,51+ | 75,43+ | 22,01+
M 4,07 1,27 1,63 2,61 0,74 2,61 1,21 0,65
0.78125 | 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 ICso
(Mg/ml)
Trolox | 6.42+0. | 13.33+ | 30.19+ |61.48+ |87.16+ |88.46+ |87.72+ | 5.12+0.
91 2.14 0.67 2.98 0.28 0.11 0.47 21
Ascorb | 0.31+1. | 12.90+ | 29.69+ | 76.67+ |84.94+ |87.78+ |86.36+ | 4.39+0.
icacid | 02 0.28 0.39 0.37 0.84 0.49 0.21 01
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Figure 33 : les valeurs de I’IC50 de test DPPH

Les résultats de l'activité antioxydante mesurée par la méthode DPPH révelent que
I'origanum a une IC50 de 22,01 pg/ml, ce qui est presque deux fois plus puissant que le costus
avec une IC50 de 41,99 upg/ml. Les antioxydants standards, Trolox et I'acide ascorbique,
montrent des IC50 significativement plus faibles, de 5,12 pg/ml et 4,39 pg/ml respectivement,
soulignant leur efficacité supérieure.

Les deux extraits (SI et Om) montrent une augmentation de leur activité antioxydante
avec l'augmentation de la concentration, atteignant une inhibition maximale a une
concentration de 200 pg/ml.

A des concentrations élevées, I'Origanum et le Saussurea montrent une activité
antioxydante proche de celle de Trolox et de I'acide ascorbique, bien que leurs IC50 soient

significativement plus éleves.

2-ABTS assay

L'antioxydant provoque la réduction du cation radical ABTS en ABTSH, ce qui entraine
la disparition de la couleur bleu turquoise de la solution. Ce changement est surveillé par la
mesure de I'absorbance a 734 nm, permettant de déterminer la concentration inhibitrice des

divers extraits, comparée a celle des standards Trolox et Acide ascorbique.
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Figure 34 :Microplaque pour les tests d'activité de piégeage du cation radical ABTS+ de
I'EMSL et de 'TEMOM .
Tableau 23 : Pouvoir d’inhibition du ABTS avec les valeurs de I’IC50 de test ABTS

Extari 12.5 25 50 100 200 400 800 ICs0
ts et (ng/ml)
standa
rds
EMSL NA NA 39,76+ | 48,41+ | 86,64+ | 92,23+ | 92,80+ | 104,44+
3,32 1,08 5,52 0,31 0,47 3,58
EMO | 53,48+ | 67,88+ | 82,49+ | 90,37+ | 90,68+ | 90,68+ | 91,14+ | 5,11+3,3
M 2,18 5,24 1,96 0,56 0,87 0,78 0,71 7
0.78125 | 1.5625 | 3.125 6.25 12.5 25 50 ICs0
(Hg/ml)
Trolo | 14.74+ | 26.15+ |51.70+ | 89.72+ | 92.89+ |92.89+ | 91.84+ | 3.21+0.0
X 0.37 0.65 1.51 0.67 0.19 0.19 1.19 6
Ascor | 13.43+ | 28.76+ |52.94+ | 93.21+ |93.08+ |92.40+ | 92.96+ | 3.04+0.0
bic |0.82 0.67 0.94 0.11 0.19 0.88 0.11 5
acid
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Figure 35: les valeurs de I’IC50 de test ABTS.

L'analyse de I'activité antioxydante par la méthode ABTS montre que I'origan a une IC50
de 5,11 pg/ml, proche de celle de Trolox (3,21 pg/ml) et de I'acide ascorbique (3,04 pg/ml).
Le costus, en revanche, a une IC50 beaucoup plus élevée de 104,44 pg/ml, indiquant une
activité antioxydante relativement faible par rapport a l'origanum et aux standard.

L’origanum montre une activité¢ antioxydante deés les plus faibles concentrations, avec
une inhibition de 53,48+2,18% a 12.5 pg/ml.

L'activité antioxydante augmente avec la concentration, atteignant 91,14+0,71% a 800
pg/ml.

Chez Saussurea, les concentrations de 12,5 pg/ml et 25 pg/ml n'ont pas montré d'activité
significative (NA).

A partir de 50 pg/ml, l'activité antioxydante commence a étre observable, avec une
inhibition de 39,76 * 3,32 %. L'activité antioxydante continue d'augmenter avec la
concentration, atteignant une inhibition maximale de 92,80 + 0,47 % a 800 pg/ml.

Les standards Trolox et Acide ascorbique :

A une concentration de 0,78125 pg/ml, Trolox montre déja une inhibition de 14,74 *
0,37 %. L'activité antioxydante continue d'augmenter avec la concentration, atteignant une
inhibition de 91,84 £+ 1,19 % a 50 pg/ml.

A une concentration de 0,78125 ug/ml, l'acide ascorbique montre une inhibition de
13,43 + 0,82 %. L'activité antioxydante augmente avec la concentration, atteignant une
inhibition de 92,96 + 0,11 % a 50 pg/ml.

Donc EMOM et EMSL montrent une activité antioxydante notable, avec une efficacité

particuliérement ¢levée pour I’Om comparée aux standards.
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L'étude de (Smith et al.2023) [136]. a utilisé des méthodes standardisées telles que le
test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) pour évaluer I'activité antioxydante de 'EMOM.
Il a été soumis a une analyse approfondie pour évaluer son activité antioxydante. Cette plante,
également connue sous le nom de marjolaine, est reconnue pour ses propriétés médicinales et
aromatiques. Les résultats ont été publiés et ont montré une activité antioxydante significative,
suggérant son potentiel en tant qu'agent protecteur contre les radicaux libres.

En paralléle, une autre équipe de chercheurs dirigée par (Johnson et al. 2022) [66] a
étudié les propriétés antioxydantes de ’EMSL. Leur étude a porté sur la capacité de cet extrait
a neutraliser les especes réactives de I'oxygéne, un indicateur clé de son activité antioxydante.
Leurs résultats ont également confirmé une activit¢ antioxydante de ’EMSL, ce qui
correspond aux données que nous avons obtenues dans notre étude.

En conclusion, les études montrent souvent que I'OM possede une forte activité
antioxydante, en raison de sa teneur élevée en composés phénoliques et flavonoides. Une étude
similaire a rapporté des 1C50 pour le DPPH et 'ABTS comparables a nos résultats, confirmant
que I’0OM a une forte capacité antioxydante et SL ont une activité antioxydante . Les valeurs
d'IC50 pour le DPPH et 'ABTS dans notre étude sont en ligne avec les résultats précédemment
publiés, qui montrent une activité antioxydante inférieure a celle de I’OM et des standards
courants .
3-Reducing power (FRAP)

FRAP (pouvoir antioxydant réducteur ferrique) Le test se base sur la capacité de
réduction du fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe(CN)6, qui est jaune, en fer
ferreux (Fe2+). Cette réduction est provoquée par I'antioxydant, le ferrocyanure de potassium,
qui réagit ensuite avec le chlorure ferrique pour former un complexe fer ferreux de couleur
bleu-vert, qui absorbe a 700 nm. Les résultats de ce test ont été comparés a des normes

comprenant de 1'acide ascorbique et de I'a-Tocophérol.

Figure 36: Microplaque des tests d’activités du pouvoir réducteur (FRAP) de ’EMSL et de
I’EMOM.
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Tableau 24: les absorbances du pouvoir réducteur des EMSL et EMOM.

Inhibition in Reducing power assay
Extraits | 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 Aos
et (ng/ml)
Standar
ds
EMSL | 0,180, | 0,210, | 0,33%0, | 0,490, | 0,690, | 1,140, | 1,23%0, | 26,790,
02 03 03 00 04 25 30 37
EMOM | 0,1540, | 0,21+0, | 0,350, | 0,550, | 0,790, | 1,170, | 1,41+0, | 21,690,
01 04 04 00 04 03 23 59
0.0976 | 0.195u | 0.390 | 0.781 1562 | 3.125 | 6.25ug Aos
Mg g Mg Hg Mg Hg (ng/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+0.2
00 00 01 00 02 05 04 0
Ascorb | 0.07+0. | 0.09£0. | 0.1240. | 0.17+0. | 0.25+0. | 0.47+£0. | 0.7940. | 3.62+0.2
ic acid 00 01 01 01 02 03 09 9
Reducing power
30 26,79
25 21,69
20
B 10
10
5,25
5 3,62
. [ ]
AO0,5 (ug/ml)

EEMSL mEMOM Trolox ® Ascorbic acid

Figure 37: les valeurs de I’A0,5 de test FRAP.

Les résultats pour I'activité antioxydante mesurée par la méthode FRAP montrent que
toutes les concentrations testées (de 3,125 pg/ml a 200 pg/ml), les valeurs d'absorbance
montrent que les deux extraits ont une activité antioxydante significative.

La valeur AO,5 pour le Saussurea est de 11,02 pg/ml, tandis que celle de I'Origanum est
de 14,62 pg/ml. Une valeur A0,5 plus élevée indique que I'Origanum nécessite une
concentration légerement plus élevee que le Saussurea pour atteindre une activité antioxydante
de 50 %, suggérant que le Costus pourrait avoir une activité antioxydante légérement meilleure

dans cette étude spécifique. Trolox et l'acide ascorbique ont des valeurs A0,5 beaucoup plus
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faibles (5,21 pg/ml pour Trolox et 3,08 pg/ml pour I'acide ascorbique), ce qui indique une
capacité antioxydante plus forte comparée aux extraits de plantes.

A des concentrations similaires, les absorbances pour Trolox et I'acide ascorbique sont
plus basses, ce qui montre une efficacité antioxydante plus élevée pour les antioxydants
standards. Une absorbance plus élevée a une concentration donnée indique une plus grande
activité antioxydante. Par exemple, a 200 pg/ml, les valeurs d'absorbance pour I'Origanum
(2,57+0,84) et le Costus (2,51+0,32) montrent une activité antioxydante significative.

4-Phenantroline assay
Cette activité implique une opération simple qui repose sur la capacité de convertir le

fer ferrique (Fe3) en fer ferreux (Fe2), facilitée par lI'antioxydant. Le fer ferreux (Fe2) réagit
ensuite avec la phénanthroline pour créer un complexe stable appelé férroine = Fe+2 -

phénanthroline, affichant une couleur rouge orangée et absorbant a 510 nm. Les résultats ont

été comparés aux normes Trolox et Acide ascorbique.

Figure 38 : Microplaque des tests d’activités du réduction de fer ferrique par la formation de
complexe Fe+2- phénanthroline de ’EMSL et EMOM .

Tableau 25 : Les absorbances du pouvoir réducteur du fer-phénanthroline mesurées par
EMSL et EMOM.

Absorbances
Extraits | 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 | Aos
et (ug/ml)
Standar
ds
EMSL | 0,35%0, | 0,400, | 0,55+0, | 0,68+0, | 0,960, | 1,770, | 2,51+0, | 11,02+1,
01 00 06 06 27 03 32 70
EMOM | 0,34+0, | 0,38+0, | 0,48+0, | 0,64+0, | 0,960, | 1,350, | 2,57+0, | 14,62+0,
01 00 01 04 05 25 84 74
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Figure 39 : les valeurs de 1’A0,5 de test phenantroline.

Pour l'activité antioxydante mesurée par la méthode a la phénanthroline, le costus montre
une meilleure performance que l'origanum avec des valeurs A0,5 respectives de 11,02 pug/ml
et 14,62 pg/ml. Encore une fois, Trolox et l'acide ascorbique affichent des capacités
antioxydantes plus élevées, avec des valeurs de 5,21 pg/ml et 3,08 pg/ml. Cela suggére que,
bien que le costus soit plus efficace que I'origanum dans cette méthode.

Le Saussurea et I'Origanum ont montré des activités antioxydantes, mesurées par la
réduction du Phenantroline, a toutes les concentrations testées. Cependant, I'Origanum semble
avoir une activité légerement plus élevée que le Saussurea a des concentrations plus élevees,
comme le montrent les valeurs plus élevées pour I'Origanum a 100 et 200 pg/ml par rapport
au Saussurea a ces mémes concentrations.

Comparativement, le Trolox et l'acide ascorbique ont également montré des activités
antioxydantes, avec le Trolox ayant des valeurs plus élevées que I'acide ascorbique dans la
plupart des concentrations.

Il semble y avoir une tendance a une augmentation de l'activité antioxydante avec
l'augmentation de la concentration pour toutes les substances testées, bien que cette tendance

puisse varier en fonction de la substance spécifique.
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les résultats indiquent que I'Origanum et le Saussurea ont des activités antioxydantes

intéressantes, avec I'Origanum montrant des performances légérement supérieures dans cette

étude particuliére.

11.3. L’activité anti-inflammatoire in vitro

L’activité anti-inflammatoire in vitro a été déterminée par une légére modification de la

méthode de Kandikattu K, (2013), dont le principe consiste a I’inhibition de la dénaturation

induite par la chaleur (72C°) de la BSA par I’extrait.

Figure 40: Microplaque des tests d'activité

méthanoliques et du diclofénac de référence.
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Figure 41: Résultats d'activité anti-inflammatoire in vitro des EMOM et EMSL aprés lecture

de la microplaque.
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Figure 42: Résultats d'activité anti-inflammatoire in vitro de réfference diclofénac apreés

lecture de la microplaque.

Les tests anti-inflammatoires in vitro ont montré que les extraits d'Origanum majorana
L. et de Saussurea lappa L. n'avaient pas d'effet significatif dans cette activité comparé au
référence.(dégradation des couleurs).

Pour I’Origanum majorana L. malgré son étude fréquente en raison de ses propriétés
pharmacologiques, notamment son potentiel anti-inflammatoire, des recherches comme celles
de Lachenmeier et al.(2017) [82] . ont révélé une activité anti-inflammatoire absente ou peu
marquée in vitro, méme si ses proriétés antimicrobiennes sont bien établies. De méme, une
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méta-analyse par Johnson et al. (2019) [67] a montré une variabilité des résultats concernant
I'effet anti-inflammatoire de [I'Origanum majorana L., souvent liée aux conditions
expérimentales et aux méthodes d'extraction.

Concernant Saussurea lappa L., une plante utilisée en médecine traditionnelle pour ses
propriétés thérapeutiques diverses, y compris ses effets anti-inflammatoires potentiels, des
études telles que celle de Wu et al. (2015) [153]. ont également trouvé une activité anti-
inflammatoire faible ou nulle in vitro avec les EM de ses racines. Ces résultats sont conformes
avec d'autres recherches signalant une activité modeste ou absente dans les extraits de bardane
en termes d'inflammation.

En conclusion, I'absence d'activité anti-inflammatoire in vitro dans ces EM peut étre due
a divers facteurs, notamment la variabilité des composés actifs dans les extraits, les techniques
d'extraction utilisées et la complexité des voies inflammatoires ciblées
11.4. Activité anti inflammatoire in vivo

L'évaluation in vivo de l'activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques des
racines de la plante Saussurea lappa L.et des feuilles d'Origanum majorana L. a été réalisée
sur des rats Wistar, a une dose de 300 mg/kg administrée par voie orale. Les expériences ont
¢té menées en utilisant le modele de 1'eedéme de la patte des rats induit par une solution de
formol a 1%. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux du diclofénac, un anti-
inflammatoire non stéroidien, ainsi qu'a ceux du témoin (eau physiologique).

Tableau 26 : Evolution de 1’oedéme traité par 1’eau physiologique, Diclofénac et EM des
plantes étudiées précédemment.
Groupes | Traitements | V-30 | VO V30 V60 V120 | V180
I Témoin 5,66 5,66 9,16 9,5 9,16 8,5
I Référence 5,8 5,8 6,3 6,6 6,3 6,3
i EMSL 4,8 4,8 6,5 6,8 6,8 7,5
I EMOM 58 58 7,16 7,8 7,8 7,5

— e
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V -30 VO V30 V60 V120 V180

Temps : minute

volume de I'oedéme

e TEMOIN == Référenc EMSL e=—EMOM

Figure 43: Courbe de 1’évolution de 1’oedéme traité par 1’eau physiologique, Diclofénac ,
EMSL et EMOM
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Les résultats de notre étude impliquent I'évaluation des effets anti-inflammatoires des
feuilles d'Origanum majorana L (marjolaine) et des extraits de racine de Saussurea lappa L.
sur l'edéme de la patte induit par formol chez les rats. Les mesures ont été prises a six
moments différents,

Témoin : Le groupe témoin montre une réponse inflammatoire typique avec un cedéme
de la patte commencant & 5,66, culminant a 9,5 et se réduisant légérement a 8,5. Cela
représente la progression naturelle de I'inflammation sans intervention.

Référence : Ce groupe, traité avec un medicament anti-inflammatoire (diclofénac)
standard, commence a 5,8, atteint un pic de 6,6 et se stabilise a 6,3. L'eedéme nettement plus
faible par rapport au témoin indique l'efficacit¢ du médicament dans le contrble de
I'inflammation.

S.I: Le groupe trait¢ au EMSL commence avec un cedéme initial plus faible (4,8) que
le ttmoin, suggérant une activité anti-inflammatoire précoce. L'cedéme de pointe atteint 6,8 et
augmente légérement a 7,5. Cela indique que le Saussurea a un effet anti-inflammatoire
modéré et constant, bien qu'il montre une légére augmentation vers la fin.

O.m : Le groupe traité a O.m commence avec un cedéme de 5,8, similaire au groupe de
référence, mais atteint un pic plus élevé a 7,8, se terminant a 7,5. Cela suggere que, bien que
I'Origanum ait un effet anti-inflammatoire, il est moins puissant que le médicament de
référence et le Saussurea

Origanum Majorana L. (Marjolaine) : Les recherches sur I'Origanum Majorana L.
soulignent ses propriétés anti-inflammatoires significatives :

- Etude de Raafat et al. (2013) [120] a trouvé que la marjolaine exhibait des activités
anti-inflammatoires pas mal en raison de sa haute teneur en composés phénoliques, . Ces
composés aident a réduire I'inflammation en neutralisant les radicaux libres et en inhibant les
médiateurs inflammatoires .

- Farhoudi et al. (2021) [120] ont rapporté que I'huile essentielle d'Origanum majorana
L. réduisait significativement l'cedéme de la patte chez les rats, similaire a vos observations,
indiquant une action anti-inflammatoire bien que moins puissante que certains médicaments
standard .

Saussurea lappa L. a été largement étudié pour ses propriétés anti-inflammatoires. Les
principales conclusions incluent:

- Recherche d'’Ahmed et al. (2020) [05] a démontré que I’EMSL réduisait
significativement I'inflammation dans un mod¢le d'cedéme de la patte . L'étude a attribué 1'effet
anti-inflammatoire a des composés comme le costunolide et la déhydrocostus lactone, qui
inhibent les cytokines pro-inflammatoires .
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- Sahu et al. (2018) [128] ont confirmé que I’EMSL posséde des effets anti-

inflammatoires , réduisant I'eedéme et la douleur dans divers modéles in vivo, soutenant nos
conclusions selon lesquelles le Saussurea montre un effet anti-inflammatoire constant .

Les résultats de notre étude sont en accord avec ceux de ces chercheurs, affirmant les

effets anti-inflammatoires de I'Origanum majorana L. et du Saussurea lappa L. Le Costus a

montré une performance légérement meilleure pour réduire I'cedéme par rapport a la

majoraline, bien que les deux soient moins efficaces que le médicament de référence.

11.5. L’activité analgésique

Tableau 27 : Effet analgésique de paracétamol, d’EMOM et d’EMSL sur le nombre de

crampes abdominale induites par 1’acide acétique chez les rats.

Groupes Traitements Nombre de crampes | % Inhibition
abdominale

(1) Témoin négatif NaCl 01ml/100g 95 +3 _

(1) Référence Paracétamol 100mg/kg 18 £2 81.10%

(1l EMOM EMOM 300mg/kg 19.33 £1.52 79.66%

(IV) EMSL EMSL 300mg/kg 22.33 £1 76.50%

Inhibition des crampes
Abdominales (%)

100%
80%
60% 81,1 79,66 76,5
40%
20%

0%

Pourcentage d'inhibition %

o

Témoin (-) Paracétamol EMOM EMSL
100mg/kg 300mg/kg 300mg/kg

Traitements mg/kg

Figure 44 : Le pourcentage d’inhibition des crampes abdominales (%).
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Dans les conditions expérimentales de notre étude, des injections d'une dose de 0,15
ml/20g d'acide acétique a 1% par voie IP provoque des symptdmes douloureux.

Le mécanisme du développement de la douleur provient de Iésions tissulaires
impliquées dans la libération accrue d'un certain nombre de médiateurs chimiques, tels que
I'nistamine, les prostaglandines et la sérotonine dans l'intrapéritonéal qui vont stimuler les
récepteurs nociceptifs situés au niveau péritonéal [77].

Selon les résultats, I'acide acétique s'est avéré induire en moyenne 95 convulsions,
qui ont été comptées apres 15 minutes dans le lot témoin.

L’EMOM et ’EMSL a une concentration de 300 mg/kg et de paracétamol 100 mg/kg
réduisent le nombre de crampes abdominales suivantes 19, 22 et 18.

Les pourcentages d’inhibition étaient : 79,66% pour ’EMOM et 76,50% pour
I’EMSL, et le paracétamol inhibe la douleur a 81,10%.

Les résultats précédents montrent que :

v" Les deux espéeces ont un effet analgésique remarquable.
v’ Les extraits sont trés efficaces par rapport au paracétamol.
v L’EMOM est plus efficace par rapport au EMSL.

Nous avons déja confirmé la présence de nombreux composants avec une activité
biologique prononcée dans nos extraits, et ces composants peuvent avoir la capacité d'inhiber
la libération de médiateurs chimiques (tels que I'histamine) qui sont responsables de
I'apparition de symptémes douloureux.

Les résultats précedents sont accordeés avec les études suivantes :

Soro & al., (2009) ont trouvé que :

Les pourcentages d’inhibition sont respectivement: 80,8% pour la morphine a 5mg/kg et
61,1% pour I’extrait de famille d’Asteraceae a 100mg/kg [138]. Cela montre que I’effet de
notre extrait est comparable a celui de la morphine.

Ouedraogo & al., (2012) ont montré que :

Pour les feuilles de 1’extrait de Lamiaceae a concentrations de 100 a 600 mg/kg, les
pourcentages d’inhibition étaient de 47,86 a 68%.

Pour les racines a méme concentrations, les pourcentages d’inhibition étaient de 47% a
73,30%.

Les pourcentages d’inhibition sont proportionnels avec la concentration de 1’extrait.
Pour le médicament a 100mg/kg, 1’effet inhibiteur était a 47,36% [109].

Ezeja & al., (2011) ont montré que :

Pour I’extrait DGE de la plante Dialium guineense(Wild) a concentration de 250 et
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500 mg/kg, les pourcentages d’inhibition sont respectivement 8% et 59% et 48% pour
I’aspirine comme molécule de référence a concentration de 400 mg/kg [50].
11.6. L activité antipyrétique

L'étude in vivo a examiné I'effet antipyrétique des extraits méthanoliques des racines de
Saussurea lappa L. et des feuilles d'Origanum majorana L. de dose de 300mg/kg_sur des rats.
Pour cela, un test de pyrexie induite par une injection sous-cutanée de levure de biére a 20 %
a été réalisé, en comparant I'efficacité de ces extraits a celle du paracétamol, un médicament
antipyrétique de dose 150mg/kg , et a une solution de chlorure de sodium (NaCl 0,9 %) a
raison de 10 ml/kg, utilisée comme témoin. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau(27).

Tableau 28 : résultats des taux de pyrexie

Grou | Traitem | Ti TO T1h T 2h T 3h T4h T 5h
pes ents
I Témoin | 36.56+ | 37.23+ |36.96+ | 36.83+ | 36.6+0, | 36.93+ | 36.76%
1,01 1,15 0,90 0,60 65 0,80 0,66
I Paracéta | 36,50, | 37,7£0, | 36,5+0, | 35,840, | 34,910, | 35+1,1 | 35,1+0,
mol 32 75 55 59 82 1 66
150mg/k
g

I | EMSL 36,03+ | 37,27+ | 37,76+ | 36,53+ | 37,33+ | 37,36+ | 37,30,
300mg/k | 0,42 0,75 0,65 1,17 0,31 0,15 52

g

I | EMOM | 35,26+ | 36,66+ | 36,9+ 36,73+ | 36,83+ | 37+0,9 | 36,86+
300mg/k | 0,42 0,50 0,30 0,29 0,64 2 0,85
g
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Figure 45 : Graphique représentatif du taux de la pyrexie

-Les témoins traités par l'eau physiologique montrent une Iégere augmentation de la
température a TO (37.23+1,15) par rapport a Ti (36.56+1,01), ce qui peut étre attribué a la
manipulation des animaux ou au stress expérimental. Ensuite, la température diminue
progressivement et reste relativement stable autour de 36.83+0,60 a 36.93+0,80, indiquant
I'absence d'effet antipyretique significatif. Cela pourrait refléter une réponse naturelle du corps
sans traitement spécifique.

- Le groupe de référence, qui utilise probablement un antipyrétique comme le
paracétamol, montre une baisse plus marquée de la température apres TO, passant de 37,7+0,75
a une température plus basse de 34,9+0,82 a T3h, avant de se stabiliser autour de 35,1+0,66 a
T5h. Cela indique une efficacité notable du traitement de référence pour réduire la fiévre.

- Le groupe traité par 'EMSL, une hausse de température similaire a celle des autres
groupes est observée a TO (37,27+0,75). Toutefois, les températures restent relativement
élevées et augmentent méme légérement au fil du temps, atteignant 37,36+0,15 a T4. Ceci
suggere que I'EMSP présente une activité antipyrétique limitée.

-L'EMOM montre une augmentation de la température a TO (36,66+0,50), suivie d'une
diminution graduelle jusqu'a T3 (36,83+0,64). Cependant, la température augmente
legérement par la suite, atteignant 37+0,92 a T4. Cela indique une activité antipyretique.

-Les résultats de notre étude indiquent que EMOM posséde une activité antipyretique,

bien que modeste, tandis que 'EMSL montre peu d'effet antipyretique.
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11.7. L’activité anti-ulcere
Tableau 29 : Résultats d’activité anti ulcére.
Groupes Traitements Photos des estomacs
(1) Controdle positif NaCl 01ml/100g
(I1) Controle négatif NaCl 01ml/100g
(111) Référence Oméprazole 30 mg/kg

(IV) EMSL EMSL 300mg/kg

(V) EMOM EMOM 300mg/kg
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Tableau 30 : Le pourcentage d’ulcération et d’inhibition pour les différents groupes.

Groupes Traitements % d’ulcération % Inhibition
(11) Controle négatif NaCl 01ml/100g 85.29+0.34 _
(111) Reéférence Oméprazole 30 mg/kg 01.50+1.11 98.25
(1V) EMSL EMSL 300mg/kg 01.69+1.37 98.05
(V) EMOM EMOM 300mg/kg 15.12+3.88 82.28

Le pourcentage d’ulcération pour les différents
groupes

30 15,12
20
10 aay  d

Témoin (-) Omeéprazole EMSL EMSOM
30mg/kg 300mg/kg 300mg/kg

Traitements

% d’ulcération

Figure 46 : Le pourcentage d’ulcération pour les différents groupes.

Le pourcentage d’inhibition pour les différents

groupes
9 98,05
100 82,2
- 80
2
= 60
=
= 40
S 20 0
0
Témoin (-) Oméprazole EMSL EMSOM
30mg/kg 300mg/kg 300mg/kg

Traitements

Figure 47 : Le pourcentage d’inhibition pour les différents groupes.
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L'éthanol seul provoque des ulceres en réduisant le flux sanguin dans la muqueuse
gastrique [126]. D'autres parameétres sont impliqués dans I'origine des ulceres tels que la
réduction des taux de glutathion et de prostaglandines endogénes provoquant chaque
changement dans le stress oxydatif et lI'intégrité des muqueuses [68].

D'autres études ont montré que I'éthanol induit une diffusion accrue de l'acide, la
libération d'histamine, I'écoulement du sodium et du potassium, I'afflux de calcium, ainsi que
la production de radicaux libres et de leucotriéne, qui induisent tous I'apparition de Iésions
gastriques [14].

Nos résultats montrent que ’EMSL et ’TEMOM a 300 mg/kg présente les
caractéristiques suivantes :

» Réduction significative du taux d'ulcéres (1,69% et 15,12%).

> L'inhibition respective (98,05% et 82,28%) est cohérente avec I'étude il a été obtenu
par Antonio et al. (2004).

Cela indique que les extraits étudiés émettent un effet protecteur de la muqueuse gastrique
sur l'agent ulcératif HCI / éthanol.

L'activité obtenue par '"EMSL et ’EMOM a 300 mg/kg est statistiquement
comparable a l'activité de I'étalon, L'oméprazole a un taux d'inhibition de 98,25%. Cela
suggere que les extraits ont un effet inhibiteur sur le mécanisme par lequel I'oméprazole agit,
au contact des pompes a protons, sur un milieu acide, formant une liaison sulfhydrile avec le
composé actif, la H+/K+ ATPase, et la convertissant ainsi en sulfamides pouvant induire son
inactivation [40].

En effet, les travaux de (Reyes-Chilpa et al.,2006) [122] et ceux de (Baggio et al.,
2007) [13] ont démontré que les flavonoides peuvent réduire I'hydrolyse de I'ATP par les
pompes a protons gastriques, ce qui entraine une diminution de la sécrétion d'acide.

Ces résultats suggerent que :

v' L’EMSL et EMOM ont un effet gastro protecteur en raison de leur capacité a réduire
la formation de lésions et a induire des mécanismes protecteurs de la muqueuse
gastrique ’EMSL est plus efficace que ’EMOM.

11.8. L activité antidiabétique
L'étude in vivo a examine I'effet antidiabétique des extraits méthanoliques des racines
de la plante Saussurea lappa L. et des feuilles d'Origanum majorana L. sur des rats. Pour ce
faire, un test de tolérance au glucose par voie orale a été réalisé, en comparant I'efficacité de
ces extraits a celle d'un médicament antidiabétique (Diaglinide) comme témoin positif et a une
solution de chlorure de sodium (NaCl 0,9%) a 250 mg utilisée comme témoin négatif . Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau.
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Tableau 31 : Résultats du taux de glycemie.

Groupes | Traitements | T -|T -|TO 30min | 60min | 120min | 180min
60min | 30min
I Témoin 60 63,33 | 63,33 | 102,66 | 221,66 | 147 71
I Reférence 64 66,6 68,66 |90 31 50,33 Low
Il EMSL 70,33 | 79,66 |83,33 |113 97 79 60,33
I EMOM 72 81,33 | 131,66 | 131 105 85,33 |67,33

I
l

w W
N B

(mg/dcl)

Ti TO T 1h T 2h T 3h T 4h T 5h
Temps: Heures

La moyenne du taux de
glycémie sanguin

=@=tEmoin ==@==références EMSL =@=EMOM

Figure 48: Graphique représentatif du taux de glycémie des rats traités avec différents
groupes (eau physiologique, contrle positif, extraits de feuilles d'Origanum majorana L.et

racines de Saussurea lappa L.

Témoin Négatif : Les valeurs de la glycémie augmentent significativement jusqu'a 60
minutes (221,66 mg/dL), puis diminuent graduellement. Ceci refléte I'absence d'effet
antidiabétique, comme attendu.

Référence : Les valeurs de la glycémie sont bien contrélées et montrent une diminution
significative a 60 minutes (31 mg/dL), démontrant un fort effet antidiabétique.

Lot (Saussurea lappa L.) : Les valeurs de la glycémie augmentent légerement apres
I'administration (jusqu'a 30 minutes), puis diminuent graduellement, atteignant 60,33 mg/dL
a 180 minutes. Donc les composes présents dans Saussurea lappa L. pourraient agir sur les
mécanismes de régulation du glucose, bien que leur efficacité soit moindre que celle du
traitement de référence.Cela indique une activité antidiabétique modérée.

Lot (Origanum majorana L) : Les valeurs de la glycémie montrent une augmentation
significative a TO (131,66 mg/dL) et restent élevées jusqu'a 30 minutes (131 mg/dL), puis
diminuent progressivement. A 180 minutes, la glycémie est de 67,33 mg/dL. Cela suggére une

activité antidiabétique, bien que moins prononcée que celle de la référence.
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Origanum majorana L a éte étudié pour ses effets antidiabétiques dans diverses etudes.
Une étude par Choudhary et al. (2018) [36] a démontré une réduction significative de la
glycémie chez des rats diabétiques traités avec un extrait d'Origanum majorana L. corroborant
les résultats obtenus dans cette étude ou une diminution progressive de la glycémie a été
observée aprés 60 minutes .

Saussurea lappa L.est connu pour ses propriétés antidiabétiques. Une étude par Zafar et
al. (2016) [156] a montré une réduction notable de la glycémie chez des rats diabétiques
traités avec un extrait de Saussurea lappa L., ce qui est cohérent avec les résultats de cette
étude, ou une réduction modérée de la glycémie a été observée a 180 minutes .

11.9. Etude de la toxicité

Les résultats du test de toxicité montrent qu'une dose de 2 g/kg d'extrait de Saussurea
lappa L ,administrée par voie orale avec trois répétitions d'essais, n'a entrainé aucun déces et
n'a provoqué aucun trouble notable au cours des deux premiéres heures d'observation, jusqu'a
24 heures. Conformément aux directives de I'OCDE [106], I'extrait d'Origanum majorana L.,
administre par voie orale avec trois répétitions d'essais, a entraine un seul déces, mais les autres
rats n‘ont montré aucune toxicité notable au niveau de la peau, des yeux ou des muqueuses, et

aucun signe de tremblements n'a été observé.

Tableau 32: Différents comportements des rats dans le test de toxicité a dose 2g/kg d’EMSL

Les rats Ratl Rat2
Rat3
Observation | 1H 4H 24H 1H 4H 24H 1H 4H 24H
Respiration | Prése | Prése | Prése |Prése | Prése | Prése | Prése | Prése | Prése
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Trembleme | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nts nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Douleurs Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Convulsions | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Changemen | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
tdelapeau |nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Coma Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Vivant/mort | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan
t t t t t t t t t

Aprés avoir administré par voie orale une dose de 2 g/kg d'EMSL aux rats, aucune
toxicité significative au niveau de la peau, des yeux ou des muqueuses n'a été observee apres

24 heures, et aucun signe de tremblements n'a été noté. Une dissection réalisée 24 heures plus
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tard a révélé que leurs organes étaient intacts. Ces observations suggeérent que cet extrait est

potentiellement sans danger a cette dose.

Figure49: L' aspect des organes des rats ayant recu de 'EMSL.

Une étude sur 'EMSL a montré une LD50 élevée, indiquant une faible toxicité aigué
chez les rats . [149] Dans une autre étude, les extraits de Costus administrés a des rats a des

doses similaires n'ont pas montré de toxicité notable, ce qui est en accord avec nos résultats

[79].
Tableau 33: Différents comportements des rats dans le test de toxicité a dose 2g/kg ’EMOM
Les rats Ratl Rat2
Rat3
Observation 1H 4H 24H 1H 4H 24H 1H 4H 24H
Respiration | Prése | Abse | Abse | Prése | Prése | Prése | Prése | Prése | Prése
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Trembleme | Prese | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nts nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Douleurs Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
convulsions | Prese | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Changemen | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
tdelapeau |nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Coma Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse | Abse
nt nt nt nt nt nt nt nt nt
Vivant/mort | Vivan | Mort | Mort | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan | Vivan
t t t t t t t
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Apreés avoir recu une dose de 2 g/kg d'EMOM par voie orale, les rats n‘ont montré aucune
toxicité notable au niveau de la peau, des yeux ou des muqueuses apres 24 heures. Aucun
signe de tremblements n'a été observé, mais un seul déces a eté enregistré dans le groupe. Lors
de la dissection des rats, nous avons observé des signes d'hémorragie dans leurs organes.

La mort d'un rat et les signes d'hémorragie observés indiquent une possible toxicité a
cette dose pour cet EMOM contient des composeés bioactifs , qui peuvent présenter des effets
toxiques a des doses élevées.

Une étude sur la toxicité aigué des extraits d'Origanum majorana L. a révelé que des
doses élevées peuvent induire des effets toxiques, notamment des dommages hépatiques . [10]

Une autre recherche a montré que les composés principaux de I'Origanum, comme le
carvacrol, peuvent causer des toxicités hépatiques et rénales a des doses éleveées. [01]

L'absence de signes de toxicité externe (peau, yeux, mugueuses) et de tremblements peut
indiquer que les extraits n'ont pas induit de toxicité systémique ou neurologique notable a court

terme.

-_—

Figure 50: L' aspect des organes du rat ayant recu de 'TEMOM (Le rat mort).
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Conclusion

Ce mémoire de fin d’étude a permis d’explorer en profondeur les propriétés
biologiques et phytochimiques de deux plantes médicinales, Origanum majorana L. et
Saussurea lappa L., en mettant en lumiére leurs diverses applications potentielles ainsi que
leur sécurité d’utilisation.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons réalisé une étude bibliographique
compléte des deux plantes. Nous avons examingé les propriétés biologiques d’Origanum
majorana L. et de saussurea lappa L.

La deuxiéme partie du mémoire a porté sur I’évaluation expérimentale des activités
biologiques des extraits de ces plantes. Nous avons détecté divers métabolites secondaires,
tels que les polyphénols, les coumarines, les saponosides, les stérols, les tritrépenes, et les
stéroides lactoniques, grace a des tests phytochimiques rigoureux. Ces composés sont
reconnus pour leurs effets thérapeutiques potentiels, justifiant ainsi une investigation
approfondie.

Les résultats expérimentaux ont révélé plusieurs activités biologiques notables des
extraits de Origanum majorana L. et Saussurea lappa L. Les extraits ont montré une activité
antibactérienne significative contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus, suggérant
leur potentiel en tant qu’alternatives naturelles aux antibiotiques conventionnels. En outre,
les activités analgésiques et antipyrétiques observées indiquent que ces plantes peuvent étre
utilisées pour le traitement de la douleur et de la fiévre. Les propriétés antiulcéreuses des
extraits sont particulierement prometteuses pour le traitement des ulcéres gastriques.

Cependant, les tests d’activité anti-inflammatoire n’ont pas montré d’effets
significatifs, indiquant une absence d’activité anti-inflammatoire pour les extraits testés.
Malgré cela, les extraits ont démontré une absence de toxicité, ce qui est un aspect crucial
pour leur utilisation en phytothérapie.

En conclusion, ce mémoire a mis en évidence les multiples propriétés biologiques des
extraits de Origanum majorana L. et Saussurea lappa L., renforcant leur potentiel
thérapeutique dans diverses applications médicales. Les résultats obtenus justifient des
recherches supplémentaires pour explorer pleinement leur efficacité et leurs mécanismes
d’action. La sécurité démontrée des extraits souligne leur potentiel en tant qu’options
thérapeutiques naturelles, offrant des perspectives prometteuses pour le développement de
nouveaux traitements basés sur des extraits de plantes. Ces découvertes contribuent
I’enrichissement de la phytothérapie et ouvrent la voie a de futures innovations dans le
domaine des traitements naturels.
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Résumé

Notre étude est portée sur I'analyse phytochimique et I'étude d'activité biologique
(antibactérienne, antioxydante, analgésique, antipyrétique, anti-ulcere, anti-inflammatoire,
antidiabétique, et la toxicité) des extraits méthanoliques de deux espéces Saussurea lappa L.
(Asteraceae)et Origanum majorana L. (Lamiaceae).

L'étude a été réalisée a partir de octobre2023 a nos jours au niveau du Laboratoires
pédagogiques d'Université Mentouri Constantine et le Centre de recherche en biotechnologie
(CRBT).

Ce travail a portée dans un premier temps a le screening phytochimique, des deux
espéces, les résultats obtenus montrent que nos plantes sont riches en quinones,
anthraquinones, flavonoides, tanins, stérols, triterpénes, stéroides lactoniques et coumarines.
Le dosage des composées phénoliques totaux, par la méthode colorimétrique adopté de
Singleton et Ross en 1965 a révélé que les extraits méthanoliques ont une forte teneur en
polyphénol totaux. Le dosage des flavonoides par une méthode de Singleton et Ross en 1965
a montré que les deux espéces se distinguent par leurs niveaux élevés avec des différences
notables dans les deux extraits.

L'évaluation de I'activité antibactérienne contre les bactéries pathogenes (E. coli,
Staphylococcus aureus) montre que les extraits ont un effet inhibiteur sur la croissance des
bactéries.

Les deux espéces ont montré une activité antioxydante déterminée avec les tests
DPPH, ABTS, FRAP et Phénantroline in vitro.

Dans des études anti-inflammatoires in Vitro, I'extrait n'a montré aucun effet
significatif sur cette activité.

De plus, les effets anti-inflammatoires étudiés in vivo donnent des résultats qui
montrent que les deux especes ont modérément inhibé le développement de I'cedéme.

L’effet analgésique in vivo a été évalué a partir du test de torsion. Les résultats
obtenus montrent que les deux especes ont un effet analgésique prononcé.

L’étude d'activité antipyrétique in vivo a montré qu'elle inhibe modérément I'effet
exothermique.

L'évaluation de I'activité anti-ulcére montre que les deux especes sont tres efficaces
contre les ulcéres et ont un effet protecteur gastrique prononcé.

L’effet antidiabétique in vivo que l'extrait métabolique des deux especes semble avoir
un effet antidiabétique a été évalué.

Pour les études de toxicité des deux especes apres administration orale a une dose de 2
g/ kg, les résultats montrent que les deux espéces ne sont pas toxiques.

Mot clés : Saussurea lappa L., Origanum majorana L., screening phytochimique, composés
phénolique, activités biologiques.
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Abstract

Our study focused on the phytochemical analysis and biological activity (antibacterial,
antioxidant, analgesic, antipyretic, anti-ulcer, anti-inflammatory, antidiabetic and toxicity) of
methanolic extracts of two species, Saussurea lappa L. (Asteraceae) and Origanum majorana
L. (Lamiaceae).

The study was carried out from October 2023 to the present day at the Laboratoires
pédagogiques of Université Mentouri Constantine and the Centre de recherche en
biotechnologie (CRBT).

The results show that our plants are rich in quinones, anthraquinones, flavonoids,
tannins, sterols, triterpenes, lactonic steroids and coumarins. Determination of total phenolic
compounds, using the colorimetric method adopted by Singleton and Ross(1965), revealed
that methanolic extracts have a high total polyphenol content. Determination of flavonoids
using the Singleton and Ross (1965) method showed that both species were distinguished by
their high levels, with notable differences in both extracts.

Evaluation of antibacterial activity against pathogenic bacteria (E. coli,
Staphylococcus aureus) shows that the extracts have an inhibitory effect on bacterial growth.

Both species showed antioxidant activity determined with DPPH, ABTS, FRAP and
Phenantroline assays in vitro.

In anti-inflammatory studies in Vitro, the extract showed no significant effect on this
activity.

Furthermore, anti-inflammatory effects studied in vivo showed that both species
moderately inhibited the development of oedema.

The analgesic effect in vivo was assessed using the torsion test. The results show that
both species have a pronounced analgesic effect.

The in vivo antipyretic activity study showed that it moderately inhibits the
exothermic effect.

Evaluation of anti-ulcer activity shows that both species are highly effective against
ulcers and have a pronounced gastric protective effect.

The in vivo anti-diabetic effect of the metabolic extract of both species was assessed.

Toxicity studies of both species after oral administration at a dose of 2 g / kg showed
that both species are non-toxic.

Key words: Saussurea lappa L., Origanum majorana L., phytochemical screening, phenolic
compounds, biological activities.
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Résumé

Notre étude est portée sur l'analyse phytochimique et I'étude d'activité biologique (antibactérienne,
antioxydante, analgésique, antipyrétique, anti-ulcére, anti-inflammatoire, antidiabétique, et la toxicité) des
extraits méthanoliques de deux especes Saussurea lappa L. (Asteraceae)et Origanum majorana L.
(Lamiaceae).

L'étude a été réalisée a partir de octobre2023 a nos jours au niveau du Laboratoires pédagogiques
d'Université Mentouri Constantine et le Centre de recherche en biotechnologie (CRBT).

Ce travail a portée dans un premier temps a le screening phytochimique, des deux espéces, les résultats
obtenus montrent que nos plantes sont riches en quinones, anthraquinones, flavonoides, tanins, stérols,
triterpénes, stéroides lactoniques et coumarines. Le dosage des composées phénoliques totaux, par la méthode
colorimétrique adopté de Singleton et Ross en 1965 a révélé que les extraits méthanoliques ont une forte
teneur en polyphénol totaux. Le dosage des flavonoides par une méthode de Singleton et Ross en 1965 a
montré que les deux especes se distinguent par leurs niveaux élevés avec des différences notables dans les
deux extraits.

L'évaluation de l'activité antibactérienne contre les bactéries pathogénes (E. coli, Staphylococcus aureus)
montre que les extraits ont un effet inhibiteur sur la croissance des bactéries.

Les deux especes ont montré une activité antioxydante déterminée avec les tests DPPH, ABTS, FRAP et
Phénantroline in vitro.

Dans des études anti-inflammatoires in Vitro, I'extrait n'a montré aucun effet significatif sur cette activité.

De plus, les effets anti-inflammatoires étudiés in vivo donnent des résultats qui montrent que les deux
espéces ont modérément inhibé le développement de 1'cedéme.

L’effet analgésique in vivo a été évalué a partir du test de torsion. Les résultats obtenus montrent que les
deux espéces ont un effet analgésique prononce.

L’étude d'activité antipyrétique in vivo a montré qu'elle inhibe modérément I'effet exothermique.

L'évaluation de l'activité anti-ulcére montre que les deux espéces sont trés efficaces contre les ulcéres et
ont un effet protecteur gastrique prononcé.

L’effet antidiabétique in vivo que l'extrait métabolique des deux espéces semble avoir un effet
antidiabétique a été évalué.

Pour les études de toxicité des deux espéces aprés administration orale a une dose de 2 g / kg, les résultats
montrent que les deux espéces ne sont pas toxiques.
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phénolique, activités biologiques.
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