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Introduction générale

Introduction

L'étude de la toxicité des contaminants environnementaux est un sujet fleurissant en
recherche depuis la derniere décennie. Nous sommes de plus en plus sensibilisés aux effets
néfastes des contaminants de nature anthropogénique ou de sources naturelles. C’est le cas du
manganese (Mn) un élément essentiel qui se retrouve naturellement dans le sol et les eaux
souterraines (Grandjean &Landrigan, 2014). Ce métal fait partie des oligoéléments, c'est-a-
dire qu'il est nécessaire a certains processus physiologiques des organismes vivants. 1l permet
notamment le métabolisme normal des acides aminés, des lipides, des protéines, des glucides
et est utilisé comme co-facteur enzymatique par certaines enzymes. En effet, le manganése
contribue a la protection des cellules contre le stress oxydatif, cependant, une concentration
excessive de cet oligo-élément dans lI'organisme entraine une augmentation du stress oxydatif
(Komatsu et al., 2009).

Le manganese est retrouvé dans les fongicides et les engrais, les piles électriques, les
additifs de carburant (p. ex. : le méthylcyclo-pentadiényle-tricarbonyle de manganese
[MMT]), la peinture et dans plusieurs alliages (p. ex. : l'acier, I'aluminium et le bronze).
Puisque son usage est multiple et abondant, de nombreux ouvriers travaillant dans les mines
ou les usines de formages de métaux sont exposés au Mn, absorbé principalement par voie
respiratoire (ATSDR, 2012). Dés la derniére décennie, le Mn a rejoint le groupe d'éléments
neurotoxiques, s'ajoutant au methylmercure, a l'arsenic et au plomb, (Grandjean
&L andrigan, 2014).

Les plantes médicinales ont toujours été utilisées en médecine traditionnelle dans les
traitements de diverses pathologies et infections. De nos jours, la communauté scientifique ne
cesse de démontrer leurs propriétés biologiques intéressantes, représentées essentiellement par
les activités anti-oxydantes et antimicrobiennes, antivirales, cardio-protectrices voire méme
anticancéreuses dues a leur richesse en composés phénoliques (Hennebelle et al., 2004).

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a deux plantes locales soit
Juniperus oxycedrus et Globularia alypum, en raison de de leurs usages thérapeutiques
multiples. La thématique de recherche, au quelle nous nous sommes amenés a réaliser dans ce
mémoire de fin d’étude, revét un intérét capital, étant donné que nous sommes impétrants en
toxicologie et que nous cherchons a investiguer les effets toxiques du manganeése sur 1’étre
humain mais aussi 1’effet protecteur des substances actives des deux plantes a 1’égard du

manganése (santé et environnement).
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Ainsi nous nous sommes proposés d’étudier, 1’effet du matériau cathodique, s’agit-il
du bioxyde de manganese (MnO.) des piles séches a I’Etat neuf et, du manganite (MnOOH)
des piles usagées sur un modele cellulaire in vitro. Cette étude englobe aussi les propriétés
antioxydantes de Juniperus oxycedrus et Globularia alypum et leurs effets sur les globules
rouges humaines.

Notre démarche consiste d’une part, en I’extraction des substances actives des deux
plantes avec dosage de leurs teneurs en composés phénoliques. D’autre part, 1’étude de ’effet
de ces substances sur la résistance des hématies au stress hypotonique sous 1’action de I’oxyde
de manganese (pile neuve et pile déchargée).

Ce manuscrit est scindé en quatre principaux chapitres : le premier chapitre est
consacré a un petit rappel théorique avec un accent sur le manganese et ses dérivés (origine,
comportement, application, mécanisme d’action...). Le deuxieme chapitre traite les radicaux
libres, le stress oxydant et antioxydants. Le troisiéme chapitre décrit les matériels et les
méthodes (protocoles) utilisées dans cette eétude. Dans le quatrieme chapitre, sont présentes
les résultats de 1’¢tude, leurs traitements et leurs discussions ou le lecteur sera bien guidé dans
I’analyse et la démonstration.

Une conclusion générale est présentée afin de mettre au diapason les résultats de cette

étude.
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Chapitre I Le manganese et ses dérives

Le manganese Mn constitue environ 0,10 % de la croQte terrestre et représente le 12e
élément le plus abondant (Francis & Forsyth,1995). Le plus souvent, on trouve le manganese
sous forme de dioxyde, de carbonate ou de silicate de manganese. On peut le trouver a 1’état
d’oxyde a des valences allant de -3 a +7 ; les états d’oxydation dits manganeux (Mn?*) et
manganique (Mn*") sont ceux qui touchent particulierement les systémes d’aqueduc.
(CCMRE,1987).

1. Origine

Le Mn est retrouvé naturellement dans les sols, I'eau des rivieres, des lacs et des sources
souterraines, dans l'air ambiant de méme que dans la nourriture. Chacun d’entre nous est exposé
a des traces dans I'air et en consomme par voie orale a travers la nourriture et I'eau (Cooper 1984
; US EPA 1985a ; Schroeder et al. 1987 ; Eckel& Langley 1988 ; Rope et al, 1988). L apport
quotidien a travers la nourriture est de ’ordre de 1 a 10 mg (ATSDR 2000, WHO 1997).
L'absorption respiratoire est estimée a moins de 2 pg/jour (WHO,1981). Le manganese est
considéré comme un ¢élément de trace essentiel pour une bonne santé et c’est le plus
fréquemment retrouvé a 1’état de valence +2 dans les organismes vivants (Keen et Leach1988,
Stokinger,1981). Le corps humain contient de petites quantités de Mn et, dans des conditions
normales, notre systeme homéostatique contrdle trés bien les quantités présentes. La dose
quotidienne recommandée est de 2500 a 5000 pg avec un taux d'absorption gastro-intestinal de
I'ordre de 3 a 5% (ATSDR 2000).

2. Comportement dans I’environnement
2.1. Dans I’eau

Dans I’eau, la métabolisation du manganése est favorisée par un potentiel redox faible
et/ou un pH acide (INERIS, 2007). Le principal anion associé avec le manganese est le
carbonate. La concentration en manganese est donc limitée par la relativement faible solubilité
de MnCO3(ATSDR, 2000).

Les différents dérivés du manganése, y compris les dérivés organiques comme le manebe
et le mancozebe, sont le plus transportés sur les matieres en suspension dans 1’eau et les

sédiments (HSDB, 2007 ; INRIS, 2007).
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2.2. Dans les sols

Le manganese et ses dérives sont fortement retenus dans les sols, soit des réactions
d’échanges de cations (les ions manganése réagissent avec les composés chimiques présents a la
surface de sol et forment de oxydes, des hydroxydes et des oxyhydroxydes de manganese), soit
par des réactions d’échanges de ligands (le manganése est alors adsorbé sur d’autres oxydes,
hydroxydes et oxyhydroxydes). Quand les eaux des sols se saturent sous forme d’oxydes,
hydroxydes et oxyhydroxydes de manganése, ceux-ci laquelle d’autres substances pourront
s’adsorber (ATSDR, 2000).

Dans les sols, il existe un équilibre entre les formes divalentes et trivalentes du
manganeése : le manganeése divalent est transformé par oxydation biologique en une forme

trivalente, elle-méme reduite biologiquement en manganese divalent (INRIS, 2007).
3. Applications industrielles

Le Mn et certains de ses composés sont utilisés dans des différents procédés industriels.
Les formes les plus courantes sont le Mn métallique, le Mn*2, Mn*® et Mn*™ retrouvés
principalement sous forme de MnClz, MnSO4, MnPOs, MnO; et Mn3O4. Sous forme d'alliages
avec différents métaux, principalement le fer, le Mn confére a ces produits une dureté accrue. Le
chlorure de manganése est utilisé comme catalyseur mais aussi comme supplément alimentaire
animal. Le dioxyde de manganése de méme que le chlorure entrent tous deux dans la fabrication
des piles seches. Le dioxyde de Mn trouve aussi plusieurs autres applications : feux d'artifice,
allumettes et porcelaine. Le sulfate de Mn sert de fertilisant, dans la céramique, les glagures et les
vernis, comme supplément alimentaire ainsi que comme fongicide (ACGIH, 2001). Les
composés organiques du Mn ont trois principales utilisations : le MMT comme additif
antidétonant dans I'essence, le maneb et le mancozebdeux pesticides, utilisés dans le diagnostic
de certaines formes de cancers hépatiques. (ATSDR, 2000 ; ACGIH, 2001). Le manganese est
I’¢lément qui offre le plus de valence, c’est pourquoi il existe sous de nombreuses formes pour
diverses applications. Son utilisation dans le domaine de la chimie correspond a pres de 10% de

sa production.
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3.1. Les piles

Une pile est une source d’énergie é€lectrique obtenue par transformation d’énergie
chimique. Celle-ci est libérée par le contact d’électrodes (ou de couples électrochimiques) dans
un milieu chimique propice (les électrolytes). Selon les matériaux qui constituent 1’¢lectrolyte,
les piles se différencient entre les piles salines, alcalines, les accumulateurs (ou piles

rechargeables) (Sénat, 2008). Les piles peuvent étre recyclées de deux maniéres (Sénat, 2008) :

v Par hydrométallurgie, méthode qui consiste a séparer les éléments par broyage pour
traiter de facon chimique la solution obtenue et pour récupérer les métaux non ferreux

contenus dans les piles.

v" Par traitement thermique, ou, aprés préparation par traitement mécanique (broyage...), la
matiére est chauffée a haute température. Les métaux, qui ont des points d’évaporation

différents, sont récupérés grace a des systemes de condensation et de lavage de gaz.

La pile saline, nommée aussi pile séche ou pile Leclanché (congu en 1866 par I’ingénieur physi-
cien Georges Leclanché), c’est la premiere génération des piles électriques modernes. Elle tient
son appellation de la solution saline, du chlorure d’ammonium, qu’elle utilise de conducteur
d’électrons, lors de la réaction d’oxydoréduction déclenchée grace a deux électrodes, la borne
positive et la borne négative. Elle se compose de :

e L’anode représente la borne négative, elle est constituée d’un godet en zinc pur.

e La cathode sert de borne positive, elle est formée d’une tige de graphite entourée d'un
compound de poudre noire d’acétyléne et de dioxyde de manganese, le tout fut plongé
dans un électrolyte en gel salin (NH4CI+ZnCl>). Les électrons circulent de 1’anode a la ca-
thode, créant un courant électrique qui produit 1’énergie nécessaire pour alimenter
I’appareil.

e Le séparateur doit en effet permettre les échanges d’ions entre les deux électrodes, qui se
font par I’intermédiaire de I’¢électrolyte qui I’imbibe, et qui sont nécessaires pour le dérou-
lement des réactions électrochimiques aux électrodes.

La pile saline débite un courant de 1,5 V, s’adaptant aux appareils a intensité réduite et a

usage intermittent, comme les lampes de poches, téléecommandes, réveils, sonneries, etc...
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Ce type de pile s’avere tres pratique car il n’exige aucun entretien, il est peu coliteux ou le
moins cher sur le marché, par rapport aux autres types de pile (alcaline ou lithium). Ses inconvé-
nients sont reliés a sa faible durée de vie et sa performance limitée. Elle se décharge de maniére
réguliére en a peu pres 20 a 25 heures, soit deux fois plus vite qu’une pile alcaline. Par ailleurs,
elle n’est pas rechargeable donc elle peut au final se révéler moins économique puisqu’il faut en
racheter plus souvent. Enfin, la consommation périodique de cette pile engendre 1’accroissement

des déchets nocifs pour I'environnement (David Linden, Thomas B.2002 ;H. Mekhalfi, N. Che-
lali et al, 2015).

Réaction a ’anode (oxydation) : Schéma de la pile saline de type bdton”

n=7n"" + 2e E® = -0.76V

ANODE en zinc

Réaction a la cathode (réduction) :

Zn —0102'02"

2Mn0,+2H + 2¢ =2 MnO(OH) + 2HO" E'y=-11V

ELECTROLYTE
Bl Cly NH,CI, gel

CATHODE
B graphite
— noir d'océtyléne
¢! dioxyde de mangendse
U'\Ozoo'oﬂ'ﬁuno (OH)

Réaction bilan :

2 MnOs>+ Zn + 2 NH,Cl = 2 MnO(OH)+[ZnClo(NHs)s]

separateur anode - cathode

Figurel : schéma et réactions électrochimiques d’une pile saline (Zn/MnO>) (H. Mekhalfi, N.
Chelali et al, 2015)

4. Mécanismes d’action du manganése

Le manganése est un élément essentiel a la vie des humains et des animaux ; il joue un
role de premier plan dans la constitution d’enzymes et de métalloenzymes. Nous avons souligné
son role dans le métabolisme des carbohydrates, des lipides et des stérols et dans la phospho-

ryltion oxydative. (Zidenberg-Cherr, et al. p. 56 ,1987). L’excés de manganése peut provoquer :

4.1. Perturbation des systémes de neurotransmetteurs
La majorité des études sur des animaux de laboratoire (rongeurs et primates) montrent

que l’exposition au Mn entraine une perturbation des voies dopaminergiques avec une
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diminution du taux de dopamine et de sa liaison a ses récepteurs, et une degénérescence des

terminaisons nerveuses dopaminergiques (Eriksson et al, 1992 ; Kobayashi et al, 2003).

4.2. Altération des fonctions mitochondriales

Le Mn se concentre de fagon spécifique dans les mitochondries dans lesquelles il serait
probablement 1i¢ a I’ATP. Les tissus les plus riches en mitochondries présentent ainsi des teneurs
en Mn supérieures aux autres tissus. L’excrétion du Mn hors de la mitochondrie suit en outre une
cinétique treés lente (Gavin et al, 1990). L’action cytotoxique du Mn serait alors due a un
dysfonctionnement mitochondrial mais également du métabolisme énergétique. En effet, les
résultats d’études in vivo et in vitro indiquent que le Mn serait capable d’inhiber Ia
phosphorylation oxydative, entrainant ainsi un dysfonctionnement mitochondrial. Ce
dysfonctionnement serait alors responsable d’anomalies métaboliques, notamment au niveau de

la glycolyse et du cycle de Krebs (Malthankar et al, 2004 ; Zwingmann et al, 2004).

4.3. Induction de stress oxydatif
L’impact du Mn sur le stress oxydatif est tres controversé. En effet, certaines études
affirment que I’exposition au Mn entraine la production de ROS et pourrait altérer les systémes
antioxydants dans des structures comme le striatum et 1’hippocampe (Dobson et al, 2003 ;
Erikson et al, 2005). D’autres suggérent que le Mn favoriserait le stress oxydatif en entrainant

une diminution du glutathion et de la glutathion peroxydase. (Sidoryk et al, 2013).
5. Les effets du manganese et ses dérivés sur la santé humaine

Il est établi qu’une exposition excessive au manganese altére plusieurs systémes
organiques chez 1’étre humain, le plus sensible d’entre eux étant le systéme nerveux central, mais
sont aussi touchés les appareils respiratoires, reproducteur et cardiaque. Une exposition
chronique a des concentrations trés élevées de manganese (généralement plusieurs mg/m3 par
inhalation), quelle que soit la voie d’exposition, peut causer une grave maladie neurologique
clinique appelée « manganisme » ou parkinsonisme induit par le manganése (Pal et coll, 1999 ;
Ostiguy et coll, 2003 ; Olanow, 2004).

Rappelons que 1’on connait peu la toxicité relative des différents composés de Mn mais le
Mn inhalé tend a produire des effets toxiques plus séveres que le Mn ingeré. Ceci est

probablement attribuable au taux d’absorption trés différent selon la voie d’entrée : 3 a 5% pour
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la voie gastro-intestinales (Davidsson et al. 1988, 1989a et 1989b ; Mena et al, 1969) et prés de

100% pour la voie pulmonaire au niveau des alvéoles.

6. Toxicocinétiqgue du manganese

L’absorption du manganése se produit principalement au niveau du systéme gastro-
intestinal aprés ingestion ou des alvéoles pulmonaires apres inhalation. L’absorption par la voie
gastrointestinale est de I'ordre de 3 a 5% seulement (Mena et al.1969 ; Davidsson et al. 1988;
Oberdoerster 1988; EPA 1995b et 1995c).

Le manganese absorbé par voie gastro-intestinale est séquestré par le foie. La majeure
partie est excrétée par voie biliaire et est susceptible de subir un cycle entérohépatique. (ATSDR
2000).

Le Mn est un constituant normal de tout tissu et fluide humain et animal. Chez I’homme,
la concentration dans la plupart des tissus est de ’ordre de 0,1 a 1 pg Mn/g de poids humide
(Sumino et al. 1975). Une fois absorbé, le Mn est transporté vers les organes riches en
mitochondries ou il est rapidement concentré son métabolisme chez I’homme est rigoureusement
controlé par des mécanismes d’homéostasie qui s’exercent principalement sur 1’absorption
gastro-intestinale et I’excrétion. (ATSDR 2000).

Indépendamment de [’absorption de Mn, le systéme homéostatique maintient
généralement un niveau de concentration stable en régulant I'excrétion (US EPA 1984a et
1984Db). Une réserve de 1’ordre de 20 mg de Mn est normalement conservée dans le foie et
I’exces est excrété dans I’intestin via la bile. De petites quantités sont aussi excrétées dans 1’urine,

les phaneres et la transpiration (EPA 1993).

7. Intoxications aigués et chroniques au manganeése

Une exposition aigué au Mn induit une dégénérescence des neurones dopaminergiques
selon de récentes études (Bowman et al, 2012).

L’exposition aigue au manganese est responsable de divers syndromes pulmonaires :
fievre des métaux, pneumonie au manganése. Les manifestations cliniques debutent par une
sensation de sécheresse et gout métallique dans la bouche. Puis survient une fiévre, des sueurs,
des nausées, une irritation or pharyngée, une toux, des myalgies, des arthralgies, des céphalées.
Ces signes se manifestent plusieurs heures apres I’exposition. Ces symptdomes régressent aux
environs de 36 h aprés 1’arrét de I’exposition (Lesser et Weiss, 1995).

8
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La pneumonie au manganese a été décrite dans l’industrie minicre, les usines de
fabrication du permanganate de potassium ou de batteries seches (Rodier, 1955 ; Davies, 1946).
Il existe une atteinte directe de 1’épithélium respiratoire et une action immunodépressive
(Davies,1946). La symptomatologie est caractérisée par une dyspnée et une fiévre, rarement
accompagnée de toux. La radiographie pulmonaire montre des images de pneumonie ou
d’hémorragie pulmonaire.

Trois cas d’intoxication aigue ont été décrits chez des personnes ayant épandu du
manebe dans des champs ou des jardins (Koizumi et al., 1979 ; Israeli et al., 1983 ; de
Carvalho et al.,1989).

L’exposition chronique a des doses élevées de Mn cause le « Manganisme » ou
Parkinsonisme induit par le Mn. Celui-ci est d0 a une neurodégénérescence touchant les
ganglions cérébraux notamment le striatum et le globus pallidus. Il se manifeste par des troubles
comportementaux avec irritabilité et agressivité, mais aussi par une expression clinique évoquant
la maladie de Parkinson (MP) (bradykinésie, rigidité, troubles de 1’écriture, troubles de
I’¢locution...) associée a des troubles de la démarche. L’atteinte est symétrique, il n’existe pas de
tremblements de repos et la réponse a la Lévodopa est nulle, ce qui permet de différentier le
Manganisme d’une MP a proprement parler. Le Manganisme n’est pas réversible et peut méme
progresser aprés 1’arrét de I’exposition au Mn (Olanow, 2004 ; Santé Canada, 2010).

L’exposition chronique a de plus faibles doses de Mn semble responsable de
manifestations subcliniques telles que troubles moteurs, troubles de la mémoire a court terme et
des fonctions cognitives. De nombreuses études rapportent également la présence de symptomes
généraux aspécifiques tels qu’asthénie, troubles de I’humeur et troubles du sommeil chez les

travailleurs exposés (Santé Canada, 2010 ; Myers et al, 2003).
8. Traitement de I’intoxication
8.1. Traitement humain

Le traitement de base actuel de I’intoxication au manganése est la 1évodopa et la chélation
par ’EDTA, deux méthodes qui ont - au mieux - une efficacité limitée et transitoire.

* la réponse au traitement diminue au bout de 2 ou 3 ans (Huang CC et al, 1993), avec
une aggravation des symptomes des mémes patients observée jusqu’a dix ans apres la derniére

exposition au manganese (Huang CC et al, 1998).
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» L'augmentation de l'excrétion du manganése initiée par la chélation abaisse le taux
sanguin, mais les symptomes demeurent largement inchangés, ce qui pose des questions sur

I'efficacité réelle de cette forme de traitement (Ono K, Komai K et al, 2002).

8.2. Traitement des eaux

Outre le manganeése présent dans les ressources en eau, des éléments en contenant peuvent
étre employés pour la production des EDCH. (Santé Canada, 2016).

Les traitements permettant de réduire les teneurs en manganése dans les eaux sont
essentiellement des traitements d’oxydation permettant de le faire passer de I’état dissous
(divalent) en précipité sous forme tri ou tetravalente. Les précipités formés peuvent étre des
colloides négatifs tres stables (quelques mois a pH neutre).

Le traitement doit étre étudié en fonction des autres especes présentes (fer et ion

ammonium notamment). :

a. Oxydation suivie de filtration

L’oxydation du Mn II peut thermodynamigquement conduire a la formation de trois oxydes
solides différents (Mn2O3, Mn304 et majoritairement MnQO3), souvent désignés MnOXx(s) (Bran-
dhuberet al, 2013). Une oxydation par des oxydants tres forts (Os, HO) peut conduire a la forma-
tion de MnOy.

b. Oxydation par I’ozone

L’ozone est un oxydant trés puissant qui permet une décomplexation du Mn Il complexé
a la matiere organique d’origine naturelle puis une oxydation trés rapide du Mn II en MnO.. La
steechiométrie théorique est de 0,87 mg d’ozone par mg de manganese mais il faut en général des
doses de traitement de 3 a 4 fois la steechiométrie, car I’ozone est aussi consommé par la matiere
organique. La contribution de I’ozone moléculaire a I’oxydation du Mn II est favorisée a pH plus
acide ou lorsque I’alcalinité de l’eau augmente, car ces conditions limitent les réactions
radicalaires non sélectives par les radicaux hydroxyles. Un surdosage d’ozone peut entrainer la

formation d’ions permanganate. (Avis de I’Anses Saisine n°2016).
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c. Oxydation par le permanganate de potassium

Le permanganate de potassium est en pratique le réactif oxydant le plus utilisé en déma-
ganistion physico-chimique. Le pH joue un grand role sur la cinétique. La stecechiométrie théo-
rique de la réaction est de 1,92 mg de KMnOQ4 par mg de Mn?*. En pratique, elle varie avec le pH
et la composition de 1’eau. En effet, une partie du permanganate participe a I’oxydation de cer-
taines matieres organiques réductrices présentes dans 1’eau. L’oxydation est rapide pour des pH
supérieurs a 7,3. Si le manganése est complexé avec des matieres organiques, la cinétique de ré-
action est plus lente et le temps de contact doit étre au minimum de 20 min. La dose de KMnOQO4
doit étre optimisée afin de ne pas générer une coloration rose de I’eau traitée due a un exces de

réactif. (Avis de I’Anses Saisine n°2016).
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1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre transitoire est comblé par 1’acceptation d’un autre €lectron ou par le
transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al, 2007).

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) sont des radicaux libres issus de I’oxygéne
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les
organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al, 2007).

Tableau I : Les différents types d’espéces réactives (Fontaine, 2007)

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxide O Peroxyded’hydrogéne H20>
Radical hydroxyle OH" Peroxydeorganique ROOH
Radical peroxyle ROO* Acidehypochlorique HOCI
Radical alkoxyle RO" Oxygéne singulet 10,
Monoxyded’azote NO* Peroxynitrite ONOO*

2. Stress oxydant

Le stress oxydatif est un état caractérisé par un déséquilibre entre la production
d’¢léments oxydants et les capacités antioxydantes de 1’organisme d’un individu, ou un exces
d’espéces réactives mal controlé (Betteridge, 2000).

Différentes situations de déséquilibre de cette balance peuvent étre observées suite a une
situation d’agression intenses et prolongées de 1’organisme, dans ce cas, la production d’ERO est
supérieure a la capacité anti oxydante, le déséquilibre prolongé conduit a une situation de stress
oxydant (Durant et al, 2013). Le stress oxydant est a 1’origine de nombreuses pathologies tel que

le diabéte, I’cedéme pulmonaire et I’ Alzheimer (Atawodi, 2005).
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3. Les antioxydants

Le terme d’antioxydant désigne toutes substances qui présentent a faibles concentration la
capacité de retarder ou inhiber significativement 1’oxydation d’un substrat (Sathiya et al, 2015).
Ils sont produits dans I’organisme(endogéne) ou apportés par des aliments(exogeénes)

(Park et al, 2001).
3.1.  Systéme de défense

Pour piéger les ERO, la cellule dispose d’un arsenal de défenses antioxydants, a la fois
endogene par le biais des systemes enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
peroxydase,) et exogene en utilisant des composés alimentaires (vitamine C, vitamine E,

flavonoides, caroténoides, etc.) (Friguet, 2003).
3.1.1. Systémes enzymatiques

Il existe trois principales enzymes qui ont un rdle essentiel dans la détoxification des
espéces réactives de 1’oxygéne : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la
glutathion peroxydase (GPx) (Ichai et al, 2011).

e La superoxyde dismutase : La SOD, une métalloprotéine, est la premiére enzyme de
désintoxication qui catalyse la transformation de I’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne. (Ahmad et al, 2008; Gill and Tuteja, 2010; Karuppanapandian et
al,2011).

SOD
2 H* +20," — H,0, + O; (Mandelker, 2008)

La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et
par leur cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc
(Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une forme
extracellulaire (EC-SOD). (Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001 ; Sturtz et al, 2001).

e La catalase : La catalase est présente dans un grand nombre de tissus mais elle est

particulierement abondante dans le foie et les globules rouges. Parmi les enzymes connus
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c’est I’'un des plus efficaces. Elle catabolise les peroxydes d’hydrogénes en molécules

d’eau pour prévenir la formation de radicaux hydroxyles (Matés et al,1999).

CAT
2H; 02 — 2 H20 + O, (Powers and Jackson, 2008)

e La glutathion peroxydase : La glutathion peroxydase (GPX) catalyse la réaction de
transformation des peroxydes d’hydrogéne H20- et lipidiqgues ROOH respectivement en
eau et alcool ROH. Cette réaction met en jeu une molécule antioxydante non
enzymatique, le glutathion, sous sa forme réduite GSH. En fait la forme réduite du
glutathion (GSH) est le regulateur majeur du redox intracellulaire et se trouve en

abondance dans les cellules (Meister and Anderson, 1983).

Le glutathion agit comme un capteur direct des radicaux libres, un co-substrat pour
I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase, co-facteur de plusieurs autres
enzymes, et forme des conjugués dans des réactions d’endo- Xxénobiotiques et de
xénobiotiques (Gregus et al, 1996). En réalité 2 molécules de GSH sont nécessaires et

formeront la forme oxydée du glutathion a savoir le glutathion disulfite GSSG.

GPx
H-02 +2 GSH — 2 H20 + GSSG (Powers and Jackson, 2008)

GPx
ROOH +2 GSH — ROH + H20 + GSSH (Powers and Jackson, 2008)

3.1.2. Systémes non enzymatiques

Il existe différents mécanismes de défense antioxydant non enzymatique qui peuvent étre
produits par I’organisme (endogéne) tel que le glutathion, I’acide urique et la bilirubine ; ou bien
apporté par ’alimentation (exogeéne) comme la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et les

polyphénols (Berger, 2006 ; Karou et al, 2005).
4. Les Composes phenoliques

Les Composés phénoliques (CP) correspondent a une grande variété de substances
possédant un cycle aromatique portant au moins un groupement hydroxyle libre, la grande

majorité de composés phénoliques dérivent de I’acide cinnamique formé par la voie du shikimate
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(Ferrazzano et al, 2011). Les composés phénoliques egalement appelés les polyphénols sont des
métabolites secondaires largement distribués dans le régne végétal (Charles, 2013).

Les polyphénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydantes, les plus
importants sont les flavonoides (Médart, 2009). lls sont naturellement capables de piéger
I’oxygene O: et le radical anion superoxyde O2" en le dismutant en H202(Chen et al, 2003).

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végetal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Guignard, 1996).

Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6)
correspondant a la structure du diphenylpropane (Collin& Crouzet, 2011). lls sont constitués
d’un cycle benzoique présentant plusieurs groupements hydroxyles et pour cette raison ils sont
nommes polyphénols. Ces groupements hydroxyles sont responsables de la fonction antioxydante

des polypheénols (Descheemaeker & provoost, 1999).
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Figure2 : Structure de base des flavonoides (Vania et al, 2014).

5. Modeles d’étude du stress oxydant

Dans le but d'avoir une meilleure compréhension du processus pathologique du stress
oxydatif chez I'homme, les scientifiques optent toujours a développer de nouvelles approches
expérimentales. Ces différents modéles impliquent en général : des animaux ou des cultures
cellulaires, ’utilisation d’organes isolés, d’organes ou de cellules isolées, aussi que I'utilisation
de primates et méme d’étres humains dans certaines conditions. Dans notre travail, on souligne
un modele cellulaire unique, a savoir le globule rouge en raison de sa structure membranaire
(composée du cytoplasme et de la membrane d'hémoglobine) et de ses caractéristiques

fonctionnelles.
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5.1.  Lesérythrocytes
5.1.1. Définition
L'érythrocyte, hématie ou globule rouge (GR) est une cellule anucléée unique, avec un

cytoplasme se composant de 95% d'hémoglobine. Cette cellule présente de nombreuses
propriétés attribuables aux protéines et aux lipides de la membrane, et hautement spécialisée pour
le transport des complexes d’oxygéne a partir des poumons au reste du corps (Girasole et al,
2012 ; Kozlova et al, 2012). Leur durée de vie est de 120 jours, au cours desquels ils effectuent
un déplacement de prés de 500 km dans la microcirculation (Guilaum, 2007).

Tableaull : Composition de la membrane de 1’érythrocyte

Domaine lipidique Cytosquelette

Nature Composition Localisation Le cytosquelette

Entre les deux moitiés érythrocytaire se compose
ou feuillet de bicouche | de plusieurs protéines qui
Cholestérol lipidique (Bretscher et | forment un réseau

al, 1972 ; Gordesky et | filamenteux sous la

al, 1973) bicouche lipidique. Le

Asymétriquement réseau est compose de

o distribuée (Bretscher et | spectrine,Ankyrine et
Phospholipides _ N
al, 1972 ; Gordesky et | actine. Les protéines de

Hipides al,1973). cytosquelette interagissent
Glycolipides, Dans la moitié externe | avec les proteines
Phosphatidylcholine, de la bicouche lipidique | intégrales et les lipides de
Sphingomyélines (Borochov et al, 1977). | la bicouche pour
Dans la couche maintenir I’intégrité de la

Phosphatidyl-inositol,
pRaticy intérieure faisant face au | membrane (Lux, 1983)

cytoplasme (Borochov
et al, 1977).

Phosphatidyléthanolamine

et phosphatidylsérine
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S’étend depuis
Récepteurs, I’intérieure de
Protéines Transporteurs et I’érythrocyte vers
Enzymes. I’extérieur (Steck et al,
1974).

5.1.2. Lamembrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire est constituée d’une double couche lipidique dans laquelle
s’insére un nombre important des protéines reliées au cytosquelette sous membranaire. Certaines
de ces glycoprotéines et certains glycolipides expriment a la surface du globule des déterminants
des groupes sanguins, le cytosquelette comprend plusieurs protéines dont la spectrine, 1’ankyrine

et ’actine (Manaargadoo-catin et al, 2016).
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Figure3 : Structure de la membrane érythrocytaire (Jauréguiberry, 2015).
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5.2.  L’hémolyse

Par définition, I’hémolyse désigne le processus visant la destruction de la membrane
érythrocytaire provoquant la libération d’hémoglobine (Hb) et d’autres composants associés aux
dommage causés par le (RBC) dans le plasma (Kalaiselvi et Vidhya, 2015), si elles ne sont pas
neutralisées par les mécanismes de protection inné elles ont le potentiel d’activer de multiples
voies inflammatoires. Le mod¢le qui est capable d’activer les voies d’inflammation convergentes
telles que la signalisation des récepteurs de péage, la formation de piege extracellulaire des
neutrophiles. D’autres molécules puissantes qui peuvent étre libérées par le GR lors de sa rupture
comprennent les protéines de choc (HSP), I’interleukine-33 et le triphosphate d’adinosine5’

(Mondonca et Silveira, 2016).
5.3.  Lesérythrocytes et stress oxydant

Dans la plupart des cellules, les mitochondries sont la principale source des radicaux
libres (Johnson et al, 2005). Malgré I’absence de mitochondries dans les globules rouges, les
radicaux libres sont produits en continu et cela étant di a la tension élevée d'O2 dans le sang
artériel, ainsi que sa teneur abondante en fer hémique (Baynes, 2005). L’une des principales
sources des radicaux libres dans les érythrocytes est I’Hb qui subit une autooxydation pour
produire de I'O.>" et de la méthémoglobine (metHb). Cette protéine devient incapable de lier ou de
transporter 1’O2(Johnson et al, 2005). En raison de son rdle de transporteur d'O> et de CO.. Le
globule rouge, par sa fonction de transport d’oxygéne est soumis a des milieux ou le stress
oxydant est important (Portier et al ,2007).

Bien que le stress oxydatif puisse endommager les globules rouges elles-mémes, I'effet de
masse de grandes quantités des radicaux libres qui quittent les globules ont un énorme potentiel
d'endommager d'autres composants de la circulation (Johnson et al, 2005). La richesse de la
membrane cellulaire en acides gras polyinsaturés la rend cible a I’attaque des radicaux oxydants.
Ainsi, I’oxydation enzymatique spécifique de ces acides gras conduit a la formation des
composés importants tels que les prostaglandines et les leucotrienes. En revanche, leur oxydation
non spécifique peut conduire a une peroxydation lipidique (Cheesman et Slater, 1993 ; Al-
Omar et al, 2004). Celle-ci entraine la perte d'intégrité de la membrane et la mort cellulaire
(Baynes, 2005).
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1. Matériels
1.1.  Echantillons
1.1.1. Oxyde de manganese

Le manganése est un élément chimique réactif, présent majoritairement sous forme
ioniqgue Mn=trés mobile, ou sous forme oxydée (trivalent et tétravalent, pentavalent,
hexavalent et heptavalent). (chalmin, 2003).

1.1.2. Matériels végétaux

Pour le matériel végétal, nous avons utilisé deux plantes médicinales a savoir

Globularia alypum et Juniperus oxycedrus :
a. Globularia alypum

Globularia alypum est une plante caractéristique des régions méditerranéennes, elle a
été récoltée de Mansoura, commune de la wilaya de Bordj Bou Arreridj.

La plante Globularia alypum, autrement appelée Globulaire, est une plante classique
appartenant a la famille des Globulariacées comprend deux genres dont Globularia et Poskea
et d’environ trente espéces répandus en Europe et en Afrique du nord (Quezel et Santa,
1963).

Les especes de Globularia, sont des arbustes ayant des rameux d’environ de 60 cm de
hauteur (30-60cm), a feuilles alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins

globuleux entourés de bractées (Leporatti et Ghedira, 2009).

Figure 4 : Photo du plante Globularia alypum (Inventaire National du Patrimoine Naturel
INPN)
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b. Juniperus oxycedrus
Le genévrier (juniperus) est une espéce originaire de la région méditerranéenne ellea
été récoltée de Mansoura, commune de la wilaya de Bordj Bou Arreridj.
Elle appartienne a la famille Cupréssacées genre juniperus espéce Juniperus
oxycedrus. L’espéce de juniperus est un arbuste ou un arbrisseau d’un vert glauque pouvant
atteindre 14 meétres, mais dont les dimensions sont en général beaucoup plus modestes (1 a 9

métres, parfois moins).Les fruits sont bruns rouges & maturité, de 6 a 9mm.

Figure 5 : Photo du plante Juniperus oxycedrus

1.1.3. Sang
Les expériences ont été réalisées sur du sang humain frais. Les prélevements sanguins

ont été réalisés par un personnel médical de laboratoire Sebti de la Wilaya de Bordj Bou

1778
LAY

{

Acrreridj.

Figure 6 : Echantillons de sang
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1.2. Réactifs et standards
Les produits chimiques utilisés sont les suivants : Folin-Ciocalteu (FC), carbonate de
sodium (Na-CO3), acide gallique, quercétine, acide ascorbique, chlorure de sodium (NaCl),
éthanol, formol, acide sulfurique, NaOH, acétone.
2. Meéthodes

2.1. Extraction de ’oxyde de manganése

Deux piles de marque ZAIBA R20, I'une d’elles est toute neuve, 1’autre a subi une
décharge totale (fem=a 0.9V) (figure7), en suite elles sont démontées, séchées et
broyées. Nous avons mis notre échantillon dans I’agitateur avec de 1’eau distillée (pour
séparer I’oxyde de manganése de charbon noir), en ajoutant de 1’éthanol + méthanol +

acétone ; ensuite nous avons mesuré le pH des solutions.

Figure 7 : Photo représente les deux piles (déchargé et neuve)

Mode opératoire

Dissoudre 5 g de (MnO2 /MnOOH) dans 50 ml d’acide sulfurique H2SO4(0.01N). Le
mélange est ensuite agité pendant 10min a une température de 30°C puis incubé pendant
30min.Filtrer le mélange et récupérer le précipitant et le sécher ensuite peser le résidu sur une
balance de précision puis transvaser tout le volume du filtrat (solution1) dans un Erlenmeyer.
Ajouter 100ml d’eau distillée a la (solutionl) et mesurer le PH. Ramener le PH de la

(solutionl) a 6.5 en ajoutant goutte a goutte une solution NaOH (0.1N).
2.2. Evaluation du taux d’humidité

Pour déterminer la teneur en eau de Globularia alypum et Juniperus oxycedrus. Peser
5g de chaque plante dans 3 creusets et sécher a 105°C a I’étuve ; la diminution du poids est

suivie par pesée apres 3 heures, 5 heures et 24 heures.
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Le taux d’humidité est calculé selon la formule suivante :

Pi—P

H (%) : Taux d’humidité en pourcentage.

Pi : Poids initial de I’échantillon avant mise a I’étuve en gramme.

Pf : Poids final de I’échantillon aprés mise a I’étuve en gramme.
2.3.  Extraction des plantes

Globularia alpyum et juniperus oxycedrus ont été récoltées au mois de février 2019, la
partie aérienne a été sechée, nettoyée, les feuilles finement broyées puis mélangées a 5g en
poudre de chaque plante dans 100 ml d’éthanol et 5g dans 100 ml d’eau physiologique (eau
distillée + NaCl 0.9g/ 100ml). L’extraction a durée pendant 24 heures puis filtrée les solutions
pour récupérer les extraits, ensuite on les amis dans 1’étuve pour le séchage a 40°C.

L’opération a été répétée trois fois afin de calculer le rendement.

Pf
% de rendement= P X100

Pf : le poids final de la solution aprés séchage dans 1’étuve
Pi : Le poids initial de la solution avant séchage dans I’étuve

2.4.  Dosage des phénols totaux

Principe de la méthode

La teneur en phénols totaux dans les extraits de Globularia alypum et Juniperus
oxycedrus a été determinée selon la méthode de Folin-Ciocalteu avec quelques modifications
(Beretta et al, 2005). Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3sPMO12040).

L’intensité de la couleur produite, dont I’absorbance maximale est a 765 nm, est
proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits (Ghazi et Sahraoui,
2005).
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Mode opératoire

Un aliquote de 200 pl de chaque extrait de plante est introduit dans un tube a essai,
auquel un volume de 500 ul du réactif de Folin (& 10%) est ajouté. L’ensemble est
soigneusement mélangé et incubé a I’abri de la lumicre pendant 5 min a température
ambiante. Un volume de 1500 pl de carbonate de sodium (7.5%) est additionné au mélange.

Le mélange réactionnel est ensuite agité puis incubé pendant 30 min et I’absorbance
est mesurée a 760 nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf 1’extrait a I’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique (0,02 ; 0,04 ; 0.06 ; 0.08 ; 0.1mg/ml). Les teneurs en
phénols totaux sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique (EAG)/g d’extrait en

utilisant 1’équation de la régression linéaire du droit d’étalonnage du standard (y=ax+b).

2.5.  Etude de P’activité antioxydant et anti-hémolytique des extraits de Globularia
alypum et Juniperus oxycedrus

2.5.1. Préparation du sang isotonique

Centrifugatjion Elimination Remplacé par Homogénéisation
4 ﬁ une solution ﬁ

Sang frais du surnageant isotonique NaCl
(0,9%)
Sang isotonique

Figure 8 : Préparation du sang isotonique

Le sang recueilli est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min pour éliminer le surnageant
(Contenant du plasma, des plaquettes et des leucocytes) puis I’ajout d’une solution isotonique

de NaCl a 0,9 % au culot récupérée (Figure8).

2.5.2. Mesure de la turbidité cellulaire
Les différents échantillons a analyser sont préparés a partir du sang isotonique (sang
Centrifuge et dont le plasma est remplacé par une solution isotonique (NaCl a 0.9%))
(Figure9).
" Le tube A contient du sang isotonique et une solution isotonique (Témoin négatif : non
oxydé par I’'MnO2 /MnOOH.
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" Le tube B contient 50% de sang isotonique et une solution isotonique (Témoin positif :
oxydé par I’'MnO2/MnOOH.

" Le tube C renfermer du sang isotonique et un antioxydant de référence (Quercétine
20mmol/l).

" Le tube D renferme du sang isotonique et un antioxydant de référence (Vit C a
20mmol/l).

. Le tube E contient du sang isotonique et I’extrait du Globularia alypum (2 mg/ml).

" Le tube F contient du sang isotonique et 1’extrait du Juniperus oxycedrus (2 mg/ml).

Les érythrocytes sont ensuite incubés a 37 °C pendant 30 min. Puis un volume
de800ul d’MnO2/MnOOH a I’exception du témoin négatif auquel on a ajouté une solution

isotonique (NaCl a 0.9%) incubé pendant 1 heure.(Figure9).

Mode opératoire

Un volume de 100 pl est prélevé de chaque tube auquel sont ajoutés 200 pl d’une
solution hypotonique NaCl (0.7%), aprés 15 min on ajoute 100 pul de formol (0.4%) pour fixer
les hématies, ensuite on préléve 100 pl du mélange qu’on dilue 40 fois pour faire la lecture a
620nm. Chaque échantillon est ensuite centrifugé (2000rpm/3 min) pour récupérer le

surnageant et doser son hémoglobine libérée.

2.5.3. Dosage de I’hémoglobine libérée
L’hémoglobine libérée a ét€¢ dosée par spectrophotométrie a 412 nm (bande de Soret).
Le dosage de I’hémoglobine apreés incubation dans un milieu hypotonique permet de
déterminer d’une maniére indirecte la proportion d’hématies lysées. Ce procédé simple, rapide
et tres sensible remplace la méthode lourde, longue et peu sensible de Drabkin (Mitrofan-
Oprea et al, 2007).
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Sang isotonique

3 17 1 1T 3

Témqln Térpgm Acide Quercétine  Extrait 1 Extrait 2
négative positive  ascorbique

200ul1 Extrait 2
100pl Sang isotonique
J

Ajout 800ul de NaCl 0,9% Apres 30min, ajout de 800ul de MnO, / MnOOH

200pl de NaCl 0,9%

4 1.5mg/ml /6mg/ml
Apres 1 heures
\ 4
Prélever 100ul du mélange
+
Ajout de 200pl de (NaCl 0,7%) hypotonique
\ 4

Aprés 15min

Ajout 100pl de Formol 0,4%
WDilution 40 fois

Prélever 100ul du mélange obtenu + 3900ul du NaCl 0,9%
1

1. Bien homogénéiser le mélange et 2. Centrifugation et lecture 2 412nm
lecture 2 620nm ( Turbidité cellulaire ) €« — (Hémoglobine extracellulaire)

Figure 9 : Protocole expérimental de 1’évaluation de I’activité hémolytique.

3. Analyse statistique

L’étude statistique est faite dans le but de comparer les moyennes des résultats obtenus
par I’analyse de la variance (ANOVA, test T) en utilisant le logiciel STATVIEW version 5.5.
Le seuil de signification est pris a P<0.05.
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Chapitre IV Résultats et discussions

1. Evaluation du taux d’humidité

La détermination du taux d’humidité d’une plante est trés importante pour prévoir le
rendement aprés séchage.
Les teneurs en eau des deux plantes étudiées a savoir Globularia alypum et Juniperus

oxycedrus sont donneées sur la figure 10, elles sont exprimeées en pourcentage (%).

Matiére
B Matiére seche séche
78,2 Eau 74,8 Eau
- o
21,8
Globularia alypum Juniperus oxycedrus

FigurelO : Taux d’humidité de Globularia alypum et de Juniperus oxycedrus

Il apparait clairement sur la figure que la teneur en eau de Globularia alypum est
Iégerement supérieure (78.2%) a celle de Juniperus oxycedrus (74.8%), ce qui signifie que le taux
de maticre seche ayant servi réellement a I’extraction des extraits est de 21.8% et 25.2%,
respectivement.

Bouyahyaoui et ses collaborateurs, (2016), ont étudié la teneur en humidité sur I’espéce
Juniperus, qui a été récoltée au sud-ouest de 1’ Algérie et plus précisément dans les montagnes de
I’ Atlas saharien a Nadma, ils ont trouvé qu’elle est de 41.9%. Nous pouvons remarquer que cette
teneur est largement inférieure a ce que nous avons trouvé (74.8%), ceci est probablement di a la

zone géographique, au climat et a la méthode d’extraction.
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2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction des deux plantes est représenté sur la Figure 11. Il est exprimé

en pourcentage (%) du rapport (g de d’extrait / ml de solvant d’extraction).

P<0.001
P<0.001

. 2,5 5
g Ll
S T
= 1,5 - I
g
= 1 -
_d..l
et 0,5 -
c
g 0 T T T T
g Globaria Juniperus Globaria Juniperus
g
=

Eau physiologique Ethanol

Figure 11 : Rendement d’extraction de Globularia alypum et de Juniperus oxycedrus

Le rendement d’extraction de Globularia alypum (42.4%) est largement supérieur a celui
de Juniperus oxycedrus (13.46%) lorsqu’on utilise 1’eau physiologique comme solvant
d’extraction (P<0.001). De méme pour le rendement d’extraction éthanolique de Globularia
alypum (32.53%) qui est supérieur a celui de Juniperus oxycedrus (20.6%),(P<0.001).

Ces variations des rendements d’extraction peuvent étre attribuées a la différence de
solubilité des composés phénoliques dans le solvant d’extraction, a leur degré de polymeérisation
ou a leur implication dans d’autres structures moléculaires formant ainsi des complexes

insolubles (Cacace et Mazza, 2002).
3. Teneur en phénol totaux

Les teneurs en phénols totaux des deux plantes analysées sont représentées sur la

Figurel2, elles sont exprimées en milligrammes équivalent d’acide gallique/g d’extrait (mg

EAG/g d’extrait).
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Figure 12 : Teneur en polyphénols totaux de Globularia alypum et de Juniperus oxycedrus

D’apreés les résultats de la figure, nous pouvons voir que I’extrait aqueux de Juniperus
oxycedrus a une teneur trés élevée en polyphénols (128,09+ 7,06 mg EAG/g d’extrait) que celle
de Globularia alypum (23.70 + 3.43mg EAG/g d’extrait), (P<0.001). De méme, I’extrait
éthanolique de Juniperus oxycedrus présente des valeurs supérieures (99.90 + 7.43 mg EAG/g
d’extrait) par rapport a celles de Globularia alypum (60.13 £ 13.09 mg EAG/g d’extrait),
(P<0.05).

En comparant ces résultats avec les études précédentes, les extraits aqueux et éthanolique
de Globularia alypum montrent des teneurs inférieures a celles rapportées dans les littératures.
Laila Smail et al. (2017) ont trouve une teneur de 32.50+ 0.10 mg EAG/g d’extrait aqueux. Linda
Khantouche et ses collaborateurs (2018) ont trouvé une valeur trés importante soit 180.5+2.1 mg
EAG/g d’extrait éthanolique.

Par contre les teneurs de I’extrait aqueux et de 1’extrait éthanolique de Juniperus
oxycedrus sont supérieures a celle (12,66 mg EAG/g d’extrait) trouvee dans 1’étude réalisée par
Djeridane et al 2006.
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Il est bien établi que différents parametres peuvent influencer la teneur en composés
phénolique ; soit la période et le lieu de récolte, le climat, les conditions géographiques, la
méthode et le temps d’extraction, la solubilité et le type du solvant utiliseé (Naczy et Shahidi,
2004).

4. Etude de ’activité antioxydante et anti-hémolytique des extraits de Globularia alypum et

de Juniperus oxycedrus

Dans la présente partie du travail, nous avons étudi¢ I’effet des extraits de Globularia
alypum et de Juniperus oxycedrus sur les globules rouges en milieux hypotonique sous I’action
de oxyde de manganese et le manganite en utilisant uniquement les extraits obtenus par 1’eau

physiologique pour éviter I’effet toxique de 1’éthanol sur les hématies.
4.1. Pile déchargée
4.1.1. Turbidité cellulaire

La Figure 13 montre la turbidité cellulaire des échantillons témoins (témoin négatif et
témoin positif) et les échantillons traités (acide ascorbique, quercétine, Globularia alypum et de
Juniperus oxycedrus) par MNOOH déchargée.

Les valeurs de concentrations cellulaires du sang du témoin négatif (non oxydé par
MnOQOH) restent supérieures par rapport a celles du témoin positif, I’acide ascorbique et les
extraits (P<0.01).

Par contre les valeurs de concentration cellulaires des suspensions érythrocytaires traitées
par la quercétine restent supérieures par rapport aux autres échantillons étudiés (P<0.01).
Toutefois, la suspension des globules rouges traitées par les extraits de Globularia alypum et de
Juniperus oxycedrus et en particulier ’extrait de Globularia alypum présente des valeurs de
concentration plus élevées par rapport a celle de témoin positif (P<0.001).

Les suspensions érythrocytaires non traitées (témoin positif) et celles traitées d’acide
ascorbique semblent étre les plus sensible au milieu hypotonique, et a I’action du manganite
MnOOH.
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Figure 13 : Histogrammes montrant la turbidité cellulaire des différents échantillons étudiés sous
I’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous 1’action du manganite (MNOOH). Les

valeurs sont données en moyenne + Ecart type.
4.1.2. Concentration en hémoglobine extracellulaire

Les concentrations de I’hémoglobine (Hb) libérées sont représentées sur la Figure 14

Les valeurs de I’hémoglobine libérée vont dans le méme sens que celles observées pour la
cellule dans les différents échantillons.

Les valeurs de concentrations de 1’Hb traité par 1’extrait de Globularia alypum et I’extrait
de Juniperus oxycedrus, en particulier, Juniperus oxycedrus sont supérieures a celles du témoin
positif, I’acide ascorbique et quercétine (P<0.001). Ces résultats suggerent que les deux plantes
ont un effet protecteur sur la composante intracytoplasmique du globule rouge représenté par
I’Hb.
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Figure 14 : Histogrammes montrant la concentration en hémoglobine extracellulaire des
différents échantillons étudiés sous 1’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous

I’action du manganite (MNOOH). Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type.

4.2 Pile neuve
4.2.1. Turbidité cellulaire

La Figure 15, montre la turbidité cellulaire des échantillons témoins (témoin négatif et
témoin positif) et les échantillons traités (acide ascorbique, quercétine, Globularia alypum et
Juniperus oxycedrus) par MnOx.

Les valeurs de concentrations cellulaires du sang du témoin negatif (non oxydé par MnO3)
restent supérieures par rapport a celles du témoin positif, I’acide ascorbique (P<0.05).

La aussi, les valeurs de concentration cellulaires des suspensions érythrocytaires traitées

par la quercétine restent supérieures par rapport aux restes des échantillons (P<0.05). Toutefois,
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les suspensions des globules rouges traitées par les extraits de Globularia alypum et de Juniperus
oxycedrus et, en particulier, I’extrait de Globularia alypum présente les valeurs les plus élevées
par rapport a celle de témoin positif (P<0.01).

Les suspensions érythrocytaires non traitées (témoin positif) et celles traitées d’acide
ascorbique semblent étre les plus sensible au milieu hypotonique, et a 1’action de I’oxyde de

manganese MnOa.
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0.15 4

Absorbance (620 nm)

0,05 -

[ 2T Y Y Y Yy Ty YTy TYYYTYIYL

. {\‘3 ) ]
o™ e

Figure 15 : Histogrammes montrant la turbidité cellulaire des différents échantillons étudiés sous
I’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous 1’action du I’oxyde de manganése

(MnO:>). Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type.
4.2.2. Concentration en hémoglobine extracellulaire

Les concentrations de 1’hémoglobine (Hb) libérées sont représentées sur la Figure 16.
Comme pour le cas du manganite (MnOOH) issu de la pile déchargée), les valeurs de
I’hémoglobine libérée suite a une oxydation par le MnO2 (issu de la pile chargée) vont dans le

méme sens que celles observees pour la cellule dans les differents échantillons.
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Les valeurs de concentrations de 1’Hb traité par 1’extrait de Globularia alypum et I’extrait
de Juniperus oxycedrus, en particulier, Juniperus oxycedrus sont superieures a celles du témoin
positif, I’acide ascorbique et quercétine (P<0.01). Ces résultats suggérent que les deux plantes ont
un effet protecteur sur la composante intracytoplasmique du globule rouge représenté par 1’Hb.
Ces résultats permettent d’appuyer 1’hypothése que les deux plantes ont un effet protecteur sur la

composante intracytoplasmique du globule rouge représentée par 1’Hb.
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Figure 16 : Histogrammes montrant la concentration en hémoglobine extracellulaire des
différents échantillons étudiés sous 1’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous

I’action du I’oxyde de manganése (MnQ>). Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type.
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Au cours de cette étude, nous avons constaté que le MnOOH de la pile déchargée a un
effet hémolytique plus ou moins supérieur a celui de la pile neuve (MnQOy) ; ce qui signifie que
les piles ont presque le méme effet.

Le manganése s’oxyde par diverses réactions dans 1’organisme et se transforme en espece
trivalente (MnOOH) toxique en cas d’exces, laquelle provoque des effets néfastes.

Il existe une interaction entre le feret le manganese, qui se fixent sur les mémes
transporteurs pour étre assimilés ou dans le sang (EFSA). Une fois a I’intérieur de I’organisme, le
manganése entraine des réactions de transformations, quand le fer s’oxyde en Fe®
(méthémoglobiline) les ions trivalents de manganése (Mn*3) peut se fixer sur les récepteurs du fer
d’autre part, I’oxydation de 1’hémoglobine provoque sa dénaturation. Cette dénaturation de
I’hémoglobine s’accompagne par la perte de sa configuration spatiale et du détachement de
I’héme des globines (Mirsky, 1935).

Nous avons constaté aussi que 1’acide ascorbique a une activité prooxydante. Selon
Klaassen (2008), la vitamine C permettrait de faciliter le cheminement du manganése a I’intérieur
de la cellule. Par contre la présence de fer limite son absorption car ces éléments utilisent les
mémes voies de transport (Klaassen, 2008). En effet plusieurs auteurs ont souligné que le
manganese joue le role antagoniste du fer (Keen et Leach, 1988).

Les globules rouges traités aux extraits de Globularia alypum et Juniperus oxycedrus ont
toujours montré des valeurs €élevées aussi bien en turbidité cellulaire qu’en hémoglobine, ce qui

pourrait expliquer 1’effet protecteur sur I’intégrité des érythrocytes.
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Conclusion générale

Au terme de ce travail, nous pouvons retenir que :

Le manganese est un oligo-élément essentiel nonobstant une surexposition au
manganeése peut conduire a une perturbation de contrdle homeostatique et occasionner de
divers problémes de santé, notamment : atteintes du systéme nerveux central, problémes
pulmonaires....

L’étude a pour objectif d’examiner 1’effet oxydant du bioxyde de manganése et du
manganite, récupérés a partir des piles salines neuves et des piles usagees, sur les globules
rouges humaines. En outre il a été étudie le rble des extraits de deux plantes medicinales ; en
I’occurrence Globularia alypum et Juniperus oxycedrus, dans la protection des globules
rouges contre 1’effet nuisible des oxydes de manganeése.

Au bout du compte, cette étude nous a largement confirmé via une panoplie de
résultats finement recueillis que le bioxyde de manganese et la manganite, des piles usagees et
des piles neuves, provoque un effet nocif sur les érythrocytes et I’hémoglobine. L’ensemble
des résultats montrent que les extraits des plantes, Globularia alypum et Juniperus oxycedrus,
assurent la protection de la masse d’hémoglobine d’une part et de ’hémolyse des globules
rouges d’autre part.

Aux vus des résultats probants obtenus, nous souhaitons, que d’autres personnes
intéressées par le fruit de ce travail de booster son application et d’approfondir ses bienfaits
dans les domaines de la médecine de travail ; de la biologie et de la protection de

I’environnement.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des phénols totaux

Absorbance (765 nm)

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

y =8,94x-0,1809
R?=0,8739

*

0,02 0,04 0,06 0,08

Concentration (mg/ml)

0,1 0,12




Annexe 2 : Représentation du seuil de signification de rendement d’cau physiologique entre

les deux types de plantes

Tableau ANOVA pour Rendemment

ddl  Somme des carrés  Carré moyen ValeurdeF Valeurdep Lambda Puissance
Type plantes 1 3,082 3,082 30,719 ,0052 30,719 ,983
Résidu 4 ,401 ,100

Tableau de moyennes pour Rendemment
Effet : Type plantes

Nombre Moyenne Dév.Std. FEr. Std.
Globularia 3 2,120 ,252 , 146
Juniperus 3 ,687 ,370 214

Graphique des interactions pour Rendemment
Effet : Type plantes

2,25

1,75

Globularia Juniperus
Cell

Test PLSDde Fisher pour Rendemment
Effet : Type plantes
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p
Globularia, Juniperus 1,433 ,718 ,0052 | S




Annexe 3 : Représentation du seuil de signification de rendement d’éthanol entre les deux
types de plantes

Tableau ANOVA pour Rendemment
ddl  Somme des carrés Carré moyen Valeurde F Valeurdep Lambda Puissance

Type plantes 1 ,528 ,528 22,018 ,0094 22,018 ,936
Résidu 4 ,096 ,024

Tableau de moyennes pour Rendemment
Effet : Type plantes

Nombre  Moyenne Dév. Std. Err. Std.
Globularia 3 1,627 ,186 ,107
Juniperus 3 1,033 , 116 ,067

Graphique des interactions pour Rendemment

Effet : Type plantes
1,8

1,6

1,4
1,2

Moy. cell

o M o ®

Globularia Juniperus
Cell

Test PLSDde Fisher pour Rendemment
Effet : Type plantes
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy. Diff. crit.  Valeur p
Globularia, Juniperus ,593 ,351 ,0094 | S




Annexe 4 : Représentation du seuil de signification entre les deux types de plantes en
composés phénoliques de 1’extrait éthanolique

Tableau ANOVA pour TCP

ddl  Somme des carrés  Carré moyen Valeurde F Valeurdep Lambda Puissance
Type Plante 1 2373,299 2373,299 20,935 ,0102 20,935 ,925
Résidu 4 453,462 113,365

Tableau de moyennes pour TCP
Effet : Type Plante

Nombre  Moyenne Dév. Std. FErr. Std.
Globaria 3 60,130 13,095 7,560
Juniperus 3 99,907 7,433 4,291

Graphique des interactions pour TCP
Effet : Type Plante
120

100

80

60

Moy. cell

40

20

Globaria Juniperus

Test PLSDde Fisher pour TCP
Effet : Type Plante
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy.  Diff. crit. Valeur p
Globaria, Juniperus -39,777 24,137 ,0102 | S




Annexe 5 : Représentation du seuil de signification entre les deux types de plantes en
composés phénoliques de I’extrait aqueux

Tableau ANOVA pour TCP
ddl  Somme des carrés Carré moyen ValeurdeF Valeurdep Lambda Puissance

Type Plante 1 16345,660 16345,660 530,147 <,0001 | 530,147 1,000

Résidu 4 123,329 30,832

Tableau de moyennes pour TCP
Effet : Type Plante

Nombre Moyenne Dév. Std. Err. Std.
Globaria 3 23,704 3,437 1,984
Juniperus 3| 128,093 7,061 4,076

Graphique des interactions pour TCP
Effet : Type Plante

140

120 A

20 - _‘

Globaria Juniperus
Cell

Test PLSDde Fisher pour TCP
Effet : Type Plante
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p
Globaria, Juniperus -104,389 12,588 <0001 | S




Annexe 6 : Représentation du seuil de signification entre les différents échantillons en

globules rouges (pile neuve)

Tableau ANOVA pour RBC

ddl Somme des carrés Carré moyen Valeur de F Valeur de p Lambda Puissance
Type echantillon 5 ,005 ,001 14,440 ,0001 72,200 1,000
Résidu 12 ,001 6,472E-5
Tableau de moyennes
pour RBC .
Effet : Type echan . Nombre ~ Moyenne  Dév. Std. Err. Std.
Acide ascorbique 3 ,235 ,005 ,003
Globularia 3 ,258 ,009 ,005
Juniperus 3 ,259 ,008 ,005
Quercétine 3 274 ,010 ,006
Témoin négatif 3 ,247 ,004 ,003
Témoin positif 3 ,226 ,011 ,006
Graphique des interactions pour RBC
Effet : Type echantillon
2 3 =3 e 2 =
3 S 3 S g S
a3 & £ 5
3 e =
2
Cell
Test PLSDde Fisher pour RBC
Effet : Type echantillon
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy. Diff. crit. Valeur p
Acide ascorbique, Globularia -,023 ,014 ,0044 | s
Acide ascorbique, Juniperus -,025 ,014 ,0027 | S
Acide ascorbique, Quercétine -,039 ,014 <0001 | s
Acide ascorbique, Témoin négatif -,012 ,014 ,0850
Acide ascorbique, Témoin positif ,009 ,014 ,1957
Globularia, Juniperus -,002 ,014 ,8040
Globularia, Quercétine -,016 ,014 ,0286 | S
Globularia, Témoin négatif ,011 ,014 ,1304
Globularia, Témoin positif ,032 ,014 ,0004 | s
Juniperus, Quercétine -,015 ,014 ,0454 | s
Juniperus, Témoin négatif ,012 ,014 ,0850
Juniperus, Témoin positif ,034 ,014 ,0003 | S
Quercétine, Témoin négatif ,027 ,014 ,0014 | s
Quercétine, Témoin positif ,048 ,014 <,0001 | S
Témoin négatif, Témoin positif ,021 ,014 ,0070 | s




Annexe 7 : Représentation du seuil de signification entre les différents échantillons en Hb
(pile neuve)

Tableau ANOVA pour HB
ddl  Somme des carrés  Carré moyen ValeurdeF Valeurdep Lambda Puissance

Type échantillon 5 ,069 ,014 30,697 <,0001 | 153,485 1,000

Résidu 12 ,005 4,474E-4

Tableau de moyennes pour HB
Effet : Type échantillon
Nombre Moyenne Dév. Std. Err. Std.

Acide ascorbique 3 ,439 ,032 ,019
Globularia 3 ,529 ,016 ,009
Juniperus 3 ,533 ,002 ,001
Quercétine 3 ,451 ,003 ,002
Témoin négatif 3 ,484 ,023 ,013
Témoin positif 3 ,351 ,029 ,017

Graphique des interactions pour HB
Effet : Type échantillon
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Acide ascorbique
Globularia
Juniperus

Quercétine
Témoin négatif
Témoin positif

Test PLSDde Fisher pour HB
Effet : Type échantillon
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p

Acide ascorbique, Globularia -,090 ,038 ,0002 | S
Acide ascorbique, Juniperus -,093 ,038 ,0002 | S
Acide ascorbique, Quercétine -,012 ,038 ,5004

Acide ascorbique, Témoin négatif -,045 ,038 ,0230 | S
Acide ascorbique, Témoin positif ,088 ,038 ,0003 | S
Globularia, Juniperus -,004 ,038 ,8354

Globularia, Quercétine ,078 ,038 ,0007 | S
Globularia, Témoin négatif ,045 ,038 ,0238 | S
Globularia, Témoin positif ,178 ,038 <0001 | S
Juniperus, Quercétine ,081 ,038 ,0005 | S
Juniperus, Témoin négatif ,048 ,038 ,0161 | S
Juniperus, Témoin positif ,182 ,038 <0001 | S
Quercétine, Témoin négatif -,033 ,038 ,0802

Quercétine, Témoin positif ,100 ,038 <,0001 | S
Témoin négatif, Témoin positif ,133 ,038 <,0001 | S




Annexe 8 : Représentation du seuil de signification entre les différents échantillons en

globules rouges (pile déchargee)

Tableau ANOVA pour RBC

ddl Somme des carrés Carré moyen Valeur de F  Valeur de p Lambda  Puissance
Echantillon 5 ,120 ,024 48,326 <,0001 241,630 1,000
Résidu 12 ,006 4,974E-4
Tableau de moyennes pour RBC
Effet : Echantillon
Nombre Moyenne Dév. Std. Err. Std.
Acide ascorbique 3 ,537 ,023 ,013
Globularia 3 ,616 ,007 ,004
Juniperus 3 ,648 ,004 ,003
Quercétine 3 ,567 ,008 ,005
Témoin négatif 3 ,581 ,027 ,016
Témoin positif 3 ,392 ,040 ,023

Graphique des interactions pour RBC

Effet : Echantillon
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Test PLSDde Fisher pour RBC
Effet : Echantillon
Niveau de significativité : 5 %
Diff. moy. Diff. crit. Valeur p
Acide ascorbique, Globularia -,079 ,040 ,0010
Acide ascorbique, Juniperus -,111 ,040 <,0001
Acide ascorbique, Quercétine -,030 ,040 ,1292
Acide ascorbique, Témoin négatif -,044 ,040 ,0325
Acide ascorbique, Témoin positif ,145 ,040 <,0001
Globularia, Juniperus -,032 ,040 ,1043
Globularia, Quercétine ,049 ,040 ,0196
Globularia, Témoin négatif ,035 ,040 ,0812
Globularia, Témoin positif 224 ,040 <,0001
Juniperus, Quercétine ,081 ,040 ,0008
Juniperus, Témoin négatif ,067 ,040 ,0033
Juniperus, Témoin positif ,256 ,040 <,0001
Quercétine, Témoin négatif -,014 ,040 ,4465
Quercétine, Témoin positif , 175 ,040 <,0001
Témoin négatif, Témoin positif ,189 ,040 <,0001
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Annexe 9 : Représentation du seuil de signification entre les différents échantillons en Hb
(pile déchargée)

Tableau ANOVA pour HB

ddl Somme des carrés Carré moyen Valeur de F Valeur de p Lambda Puissance
Echantillon 5 ,120 ,024 48,326 <,0001 241,630 1,000
Résidu 12 ,006 4,974E-4

Tableau de moyennes pour HB
Effet : Echantillon

Nombre Moyenne Dév. Std. Err. Std.

Acide ascorbique 3 ,537 ,023 ,013

Globularia 3 ,616 ,007 ,004

Juniperus 3 ,648 ,004 ,003

Quercétine 3 ,567 ,008 ,005

Témoin négatif 3 ,581 ,027 ,016

Témoin positif 3 ,392 ,040 ,023
Graphique des interactions pour HB

Effet : Echantillon

Moy. cell

Globularia
Juniperus

Acide ascorhique

Test PLSDde Fisher pour HB
Effet : Echantillon
Niveau de significativité : 5 %

Acide ascorbique, Globularia
Acide ascorbique, Juniperus
Acide ascorbique, Quercétine
Acide ascorbique, Témoin négatif
Acide ascorbique, Témoin positif
Globularia, Juniperus

Globularia, Quercétine
Globularia, Témoin négatif
Globularia, Témoin positif
Juniperus, Quercétine
Juniperus, Témoin négatif
Juniperus, Témoin positif
Quercétine, Témoin négatif
Quercétine, Témoin positif
Témoin négatif, Témoin positif
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Cell

Diff. moy. Diff. crit. Valeur p
-,079 ,040 ,0010
-,111 ,040 <,0001
-,030 ,040 ,1292
-,044 ,040 ,0325
,145 ,040 <,0001
-,032 ,040 ,1043
,049 ,040 ,0196
,035 ,040 ,0812
,224 ,040 <,0001
,081 ,040 ,0008
,067 ,040 ,0033
,256 ,040 <,0001
-,014 ,040 ,4465
,175 ,040 <,0001
,189 ,040 <,0001
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Résumé

Résumé

Ce travail est consacré principalement, a I’é¢tude de I’effet oxydatif et hémolytique, du
bioxyde de manganese (MnO) et de la Manganite (MnOOH), récupérés a partir des piles
salines neuves et des piles usagées. Ensuite 1’étude a été élargie au potentiel antioxydant et
anti-hémolytique, des extraits des feuilles des deux plantes médicinales (Juniperus oxycedrus
et Globularia alypum), et la valorisation de la quantité de leurs composes phénoliques. Par
ailleurs, les tests d’anti-hémolytiques ont été opérés et accommodés sur des globules rouges
(GR) humaines saines.

La teneur en phénols totaux, de I’extrait aqueux est significativement importante pour
Juniperus oxycedrus que pour Globularia alypum ; avec des valeurs de ’ordre de 23.70 +
3.43mg EAG/g et 128.09 +7.06mg EAG/g, respectivement. Pareillement, 1’extrait éthanolique
du Juniperus oxycedrus (99.90 + 7.43mg EAG/g) est estimé plus riche en polyphénol que
chez Globularia alypum (60.13 + 13.09mg EAG/Q).

L’étude de I’activité antioxydante et anti-hémolytique a été réalisée, par la mise en contact des
globules rouges humaines aux les deux types de plantes, ensuite les GR ont été exposés au
bioxyde de manganéese et au manganite et suivi d’un stress hypo-osmotique. Les résultats
obtenus ont montré que la manganite, de la pile déchargeée, est plus efficace que le bioxyde de
manganese, de la pile neuve, qu’il soit en terme d’abaissement en nombre de globules rouges,
de méme pour la réduction de la concentration en hémoglobine. Subséquemment, les deux
extraits semblent plus efficaces que I’acide ascorbique qui a montré plutét une activité
prooxydante.

Mots clés : MnOg, Polyphénols, Activité antioxydant, Globules rouges, Globularia alpyum,
Juniperus oxydurus
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Abstract

This work is mainly devoted to the study of the oxidative and hemolytic effect, manganese
dioxide (MnO2) and Manganite (MnOOH), recovered from new salt cells and used batteries.
Then the study was expanded to potential antioxidant and anti-hemolytic, leaf extracts from
two medicinal plants (Juniperus oxycedrus and Globularia alypum), and enhancing the
amount of their phenolic compounds. In addition, anti-hemolytic tests were performed and
accommodated on healthy human red blood cells.

The total phenol content of water extract is significantly important for Juniperus oxycedrus
than for Globularia alypum, with values of the order of 99.90 +7.43mg EAG/g and 60.13 *
13.09mg EAG/qg respectively.

The study of antioxidant and anti-hemolytic activity was carried out, by contact of human red
blood cells, of two types of plants, then the blood cells were exposed to manganese dioxide
and manganite and followed by hypo-osmotic stress.

The results showed that manganite, from the discharged battery, is more effective than
manganese dioxide, from the new battery, whether it is in terms of lowering in the number of
red blood cells, as well as for the reduction of hemoglobin concentration. Subsequently, both
extracts appear to be more effective than ascorbic acid, which showed rather prooxidation
activity.

Keywords: MnO2, Polyphenols, Antioxidant Activity, Red Blood cells, Globularia alpyum,
Juniperus oxycedrus.



