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Introduction

En dépit, de I’amélioration remarquable des conditions de vie durant ces derniéres
décennies, I’hyperglycémie chronique reste encore 1’un des facteurs les plus importants dans
I'apparition de nombreux processus pathologiques (Pi-Sunyer, 2002). En effet, l'augmentation
du flux de glucose augmente a la fois la production d'oxydants et altere les défenses anti-
oxydantes par de multiples voies d'interaction. Par ailleurs, de nombreuses études ont montré
que I'accumulation de glucose intracellulaire peut augmenter la peroxydation de la membrane

des cellules prédisposant aux altérations de la membrane et de I’intégrité cellulaire (Jain, 1989).

Le globule rouge, de par sa fonction de transport de 1’oxygene, est soumis a des
conditions ou le stress oxydant est important (Cimen, 2008). Les érythroides accumulent de
I’hémoglobine au cours de leur développement, et les érythrocytes, une fois matures,
transportent sans cesse de grandes quantités d’oxygene (Hattangadi et Lodish, 2007), avec

comme conséquence 1’élévation du niveau de stress oxydatif (Fruehauf et Meyskens, 2007).

Les effets néfastes de I’hyperglycémie sur les globules rouges ont été suggérés pour étre
dus a la génération des radicaux libres et 1’induction du stress oxydant. Fischer et ses
collaborateurs (1978), ont rapportés que les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) augmentent
la fragilité de la membrane érythrocytaire, entrainant une hémolyse intravasculaire et une
libération d’hémoglobine dans le plasma. Chez des sujets hémodialysés, le stress oxydant
diminue d’une maniere significative la durée de vie des globules rouges par rapport & aux
érythrocytes de sujets sains. De plus, la participation du stress oxydant dans 1’anémie a été
récemment confirmée par les supplémentations en antioxydants comme la vitamine E, en GSH
ou en vitamine C (Zachee et al., 1995; Gastaldello et al., 1995). Outre, I’apport en
antioxydants, plusieurs pistes ont pu étre proposées pour diminuer le stress oxydant
érythrocytaire, notamment la modulation des apports en fer (Pereira et al., 1996; Delmas-
Beauvieux et al., 1995; Lim et al., 1999).

Afin de protéger le corps contre les dommages oxydatifs, une approche efficace consiste
a améliorer la nutrition antioxydante. Les antioxydants de sources naturelles ont une
biodisponibilité plus élevée et par conséquent une efficacité protectrice supérieure aux

antioxydants synthétiques (Hyun et al., 2016).

L’ Algérie, par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singuliérement aussi riche
que variee. On compte environ 3000 especes de plantes (Gaussen, 1982). Une grande part de

plantes inexplorées a la fois en chimie et en biologie est encore immense. Ce qui offre
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éventuellement D’opportunit¢ de découvrir des traitements pour des maladies encore
dévastatrices et de proposer des alternatives thérapeutiques peu onéreuses avec moins d’effets
indésirables. Les etudes actuelles portant sur les métabolites secondaires consistent a étudier
leurs activités pharmacologiques La maitrise totale et parfaite des différentes propriétés de ces
plantes, qui passe par la détermination de 1’ensemble de constituants phytochimiques capables
d’engendrer un ou plusieurs effets pharmacologiques, est aujourd’hui un objectif qui occupe de

plus en plus la communauté scientifique (Abdelwahed et al., 2007).

Dans le présent travail nous nous sommes fixés comme objectif d’évaluer le potentiel
antiradicalaire des extraits de plantes sur le globule rouge humain. Notre démarche consiste,
d’une part, en I’extraction des substances actives de Marrubium vulgare et de Laurus nobilis
avec dosage de leurs teneurs en composés phénoliques et en flavonoides, et d’autre part, 1’étude
de I’effet de ces substances sur la résistance des hématies au stress hypotonique sous 1’action

de concentrations croissantes en glucose.
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I.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales contiennent plusieurs substances pouvant étre utilisées a des
fins thérapeutiques (Sofowora, 2010). Elles sont donc importantes pour la recherche
pharmaceutique et I'élaboration de médicaments (Decaux, 2002), non seulement lorsque les
constitutions de ces plantes sont utilisées directement comme agent thérapeutique, mais aussi

comme matiére premiére pour la synthese de nouveaux médicaments (Ameenah, 2006).
1.2. Composition des plantes

La plante est le sieége d’une activit¢ métabolique aboutissant a la synthése des

métabolites primaires et des métabolites secondaires (Hartmann, 2007).

1.2.1. Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont caractérises par leur caractere nécessaire et vital a la

survie de la cellule ou de I’organisme (Diallo, 2000).

e Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois cellulaire
(cellulose).

e Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes
cellulaires.

e Les acides aminés représentent une source primaire de construction des protéines.
1.2.2. Métabolites secondaires

Ce sont des produits du métabolisme secondaire (exclusivité du monde végétal), ayant
une répartition limitée, et sont d’une grande variété structurale. Les métabolites secondaires
sont divisés principalement en trois grandes familles, les polyphénols, les terpenes et les
alcaloides (Abderrazak et Joél, 2007).

On estime que 25% des médicaments prescrits sont produits a partir de principes actifs
provenant des végétaux. Potterat et Hostettmann (1998) ont rapporté que 120 composés
d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes trouvent une application dans I’industrie

pharmaceutique.
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1.3. Origine des plantes
1.3.1. Plantes spontaneées

Elles furent les seules utilisées autrefois et représentent encore aujourd’hui un
pourcentage notable du marché. Leur répartition dépend du sol,du climat et de I’intensité de la

lumiere nécessaire pour le bon développement des végétaux (Bézanger-Beauquesne, 1986).
1.3.2. Plantes cultivée

Les plantes cultivées ont I’avantage d’assurer une matiére premiére en quantité suffisante
pour répondre aux besoins et les substances actives recueillies sont homogenes de par leur

aspect et leur composition chimique (Bézanger-Beauquesne, 1986).

Notre travail vise a étudier deux plantes médicinales algeriénnes soit Laurus nobilis et
Marrubium vulgare. Ces plantes sont trés réputées pour leurs vertus thérapeutiques et leur

richesse en métabolites secondaires, et particulierement, les polyphénols et les flavonoides.
I.4. Marrubium vulgare

Les Lamiaceae sont une famille de plantes importante appartenant aux angiospermes
dicotylédones, ce sont des arbustes, sous arbrisseaux ou plantes herbacées. Cette famille
comporte de nombreuse plantes utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne Un trés
grand nombre de genres et d’especes de plantes appartenant a la famille des Lamiaceae sont

riches en flavonoides et iridiodesglycosylés (Judd et al., 2002).

Dans la flore de 1’Algérie les Lamiaceae sont représentées par 28 genres et 146

especes, (Quezel et Santa, 1962).

Figure 1: Aspect morphologique de Figure 2 :Marrubium
Marrubium vulgare (Bardet et al., 2008) vulgare (clichée par Belalit)



Chapitre | Monographie de plantes étudiées

Les tableaux | et Il reprennent les noms vernaculaires ainsi que la classification

botanique du marrube.

1.4.1. Nom vernaculaire
Tableau | : Nom vernaculaire de Marrubium vulgare.

Arabe <5 (Temani, 2006)
Francais Marrubium blanc (Greuter et al, 1986).
Anglais White horehound (Greuter et al, 1986).

1.4.2. Classification botanique

Tableau 11 : Classification botanique de Marrubium vulgare (Greuter et al, 1986).

Réegne Végétale
Embranchement Spermatophyte
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Marrubium

Espece Vulgare

Nom binomial Marrubium vulgare.

1.4.3. Description botanique

Marrubium vulgare est une plante herbacée vivace. Elle présente des feuilles
dentees et duveteuses ainsi que des petites fleurs blanches a saveur tres amere renfermant
un principe actif essentiel « la marrubine » (Temani, 2006). Elle peut atteindre jusqu'a 80
cm de hauteur et pousse dans les lieux incultes et a proximité des chemins avec des fleurs,
en verticilles, axillaires, nombreux, multiflores, trés compacts, espacés sur les tiges
(Greuter et al, 1986).
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1.4.4. Composition phytochimique

Sur le plan chimique, Marrubium vulgare est riche en diterpenes (El Bardai et al.,
2003), en phenyléthanoides glucosidiques (Sahpas et al., 2002), en tanins, en
saponins (Kurbatova et al., 2003) et en flavonoides (Nawwar-Mahmoud et al.,
1989); on lui reconnait des propriétés antioxydantes (Matkowski et Piotrowska., 2006;
Pukalskas et al., 2012), hypoglycémiantes et antidiabétiques (Boudjelal et al., 2003),
analgésiques (Dejesus et Cechinel., 2000 ; Meyre Silva et al., 2005) et anti-

inflammatoires (Sahpas et al., 2002).

Le marrube blanc est riche en terpénes, sesquiterpénes. Il renferme également des
huiles essentielles, des alcaloides et des composés phénoliques tels que les flavonoides
(Elberry et al., 2015).

1.4.5. Usages thérapeutiques de Marrubium vulgare

En Algérie, le marrube blanc est utilisé en médecine traditionnelle contre plusieurs
maladies tels que le diabéte, le rhumatisme, le rhume et les douleurs respiratoires (Belhattab
et Larous, 2006).

Tableau 111 : Quelques exemples d’usages traditionnels de Marrubium vulgare de par le
monde.
Pays Usage Référence
Bronchites, asthme, rhume (Schlemper et al., 1996) ;
Anti-inflammatoire (Sahpaz etal., 2002) ;
Antimicrobien (Sahpaz etal., 2002) ;
) Antifongique (Edziri et al., 2007) ;
L Egypte ancienne ] o )
) Antileucémique (Alkhatib et al ., 2010) .
Indienne _ i
Antinociceptif (Dejesus, 2000);
Antispasmodique (Rigano et al., 2009);
Analgésique (Schlemper et al., 1996);
Insecticide (Pavela et al., 2004).
Allemagne Cholérétique (augmentation de | (Schlemper et al., 1996).
la sécrétion biliaire).
) Manque d’appétit Diabéte (Roman et al., 1992).
Mexique

Hypoglycémiante
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1.5. Laurus nobilis

Le laurier est une plante aromatique a importance médicinales. Elle appartient a la
famille des Lauraceae (Lauracées). Celle-ci comprend 32 genres et environ 2000-2500
espéces, dont certaines produisent des huiles essentielles appréciées, comme la canelle le
camphrier, le laurier. Les Lauraceae sont lI'une des plus importantes familles ligneuses

tropicales. Des études récentes ont révélé une étroite relation entre ses genres, tous sont

dioiques et la plupart ont une inflorescence ombelle sous-tendu par bractées (Marzouki et
al., 2009).

Figure 3 : Aspect morphologique de Figure 4 : Laurus nobilis (clichée par
Laurus nobilis (Beloued, 2005). Mayouf Zahia)

Les tableaux IV et V reprennent les noms vernaculaires ainsi que la classification

botanique du laurier.

1.5.1. Nom vernaculaire
Différentes dénominations en fonction des pays (Anton, 2005).
Tableaux 1V : Nom vernaculaire de Laurus nobilis

Pays Nom vernaculaire

Arabe Rand

Kabyle Thasselte

Francais Laurier commun, laurier sauce, laurier

d’apollon, laurier franc, laurier.

Anglais Bay, sweetbay ,baylaurel, truelaurel,
Roman laurel , noble laurel




Chapitre | Monographie de plantes étudiées

1.5.2. Classification botanique
Cette classification a celle donnée par (Quezel et santa, 1962).

Tableau V : classification botanique de Laurus nobilis

Régne Plantes

Sous régne Plantes Vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracees
Genre Laurus
Espéce Laurusnobilis

1.5.3. Description botanique

Laurus nobilis et un, arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de haut a tige droite
grise dans sa partie basse et verte en haut. Ses feuilles sont alternées, coriaces, légérement
ondulées sur les bords, longues de 16 cm sur 8 cm de large, persistantes vert foncé et glacés
sur leur face supérieure et plus pale en dessous. Les fleurs sont dioiques (petites fleurs males
et femelles sur des pieds séparés), jaunes, groupées par 4 a 5 en petites ombelles. Le fruit
est une petite baieovoide de 2cm de longueur sur 1cm de largeur, noir vernissé a maturité
(Iserin, 2001; Demir et al., 2004; Beloued, 2005).

1.5.4. Composition chimique
Les feuilles de Laurusnobilis contiennent aussi des flavonoides polaires (dérivées

glycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatre dérivés acylés de
kaempferol), (Fiorini et al., 1998; Kivcak et Mert, 2002), sesquiterpénes lactones,
alcaloidesd’isoquinoline (Kivgak et Mert, 2002), en plus GoOmez-Coronado et ses

collaborateurs (2004) ont montre la richesse de ses feuilles en vitamine E.
1.5.5. Usages thérapeutiques de Laurus nobilis

Laurus nobilis est largement utilisée en cuisine et en médecine traditionnelle.

Le tableau V1 présente les multiples usages traditionnels de Laurus nobilis.
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Tableau VI : Quelques usages traditionnels de Laurus nobilis.

Pays

Partie utilisée

Mode

Usage

Références

Espagne

Feuilles

Décoction

Antirhumatismale, aperitif,
digestif,
Hypoglycémiant

(Fresquet et al.,

1993) ;

Pakistan

Feuilles

Décoction

Diuéritique, antiseptique,
traitement des

troubles digestifs

(Chaudhry et Tariq,
2006) ;

Palestine

Feuilles

Anticancéreuse,

antispasmodique

(Fiorini etal., 1998) ;

US.A

Feuilles

Antirhumatismale,
carminatif,
hypoglycémiant,
traitements des

bronchites aigues et la

migraine

(Fang et al., 2005) ;

Feuilles,

fleurs, fruits-e

In vitro

Antimutagéne,

anticancéreuse

(Barla et al., 2007) ;

Serbie

Feuilles

Infusion

Carminatif,  expectorant,
diurétique,
Antirhumatismale,
emmeénagogue,
Anticonvulsif et

antiépileptique

(Simic et al., 2003) ;

Turquie

Feuilles

Infusion

Antirhumatismale,  anti-
hémorroides,
diurétiques, flatulence,

épigastrique.

(Kivcak et Mert,
2002).
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Chapitre 11 Globules rouges et Statut oxydatif

11.1. Globules rouges

Le globule rouge (GR), appelé aussi hématie ou érythrocyte, est une cellule anucléée
unique, avec un cytoplasme comportant 95% d'hémoglobine (Hb). Cette cellule présente de
nombreuses propriétes liees aux protéines et aux lipides de la membrane, et hautement
spécialisée dans le transport des complexes d’oxygene a partir des poumons au reste du corps

(Girasole et al., 2012; Kozlova et al., 2012).
11.2. Membrane érythrocytaire

L’architecture de la membrane des érythrocytes est caractéristique de toutes les
membranes cellulaires. Elle est caractérisée par 1’interposition d’une bicouche lipidique et de
cytosquelette, et se compose de plusieurs protéines qui forment un réseau filamenteux sous la
bicouche lipidique. Le réseau est composé de spectrine, Ankyrine et actine. Les protéines du
cytosquelette interagissent avec les protéines intégrales et les lipides de la bicouche pour
maintenir I’intégrité de la membrane (Smith, 1987). Les dommages oxydatifs associés a la
membrane des érythrocytes (lipides/protéines) peuvent étre impliqués dans [’hémolyse

(Kozlova et al., 2012).
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Figure 5 : Squelette membranaire des érythrocytes humains.

John Wiley & son, (2011).

11.3. Roles du globule rouge
La fonction principale du globule rouge est le transport de I’oxygéne grace a

I’hémoglobine. Cette derniere, est également responsable du transport d’une faible proportion
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Chapitre 11 Globules rouges et Statut oxydatif

du dioxyde de carbone dans le sang et constitue un tampon, accepteur des H+ libérés apres
formation du HCOs (Frangois, 2005).

11.4. Métabolisme du globule rouge

Dans le globule rouge miire, I’énergie nécessaire au maintien de sa morphologie et de
sa résistance provient entierement du métabolisme du glucose. Le métabolisme du glucose a
pour but le maintien de I’homéostasie cellulaire redox grace a la formation de nucléotides

pyridines réduits, et la production de I’ATP (Francois, 2005).
I1.4.1. Impact d’une concentration élevée en glucose sur le globule rouge

La toxicité liée a I’hyperglycémie chronique est aujourd’hui bien établie. En effet,
différentes voies sont activées en condition d’hyperglycémie et jouent un rdle dans la toxicité
cellulaire. Parmi les voies activées par I’hyperglycémie: la voie des polyols, des hexosamines,
de la protéine kinase C (PKC) et les voies de formation des produits terminaux de glycation
(PTG) (Brownlee, 2005) (Figure 6).

GIVCDIVSE NADPH MADP+ [ Voie des pﬂ‘lvﬂ‘ls ]
’/ | - J_> tress
A G L‘r’:ose @ Sor'.bltol Fructose s AGEs oxydan
ate

hse réductase

GIUCDSE_E_phDSph Dommages osmotigues

[ Voie des Hexosamines ]
'TLFTUCtD5E'5'PhD5Ph3tE-—)| Glucosamine-6-P =» UDP-GKNac —» Protéines-0-GlcNac tress
I EM oxydan
| all
Jr [ Voie de la protéines kinase C ]
tress
TGchéraldéhyde—}P — - - = Diacylglycérol —s.7'PKC oxydan

P

1,3-bi5ph0;l|:}hc-glycérate N
I

N
I N\ [ Formation des AGEs par Glycoxydation ]

Pyruvate \_} Méthylglyoxal _s, 7 AGEs h tress

\\ ,/ oxydan

Figure 6 : Voies activées par I’hyperglycémie. (Brownlee., 2005).
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11.4.1.1. Voie des polyols

Dans les conditions d’hyperglycémie chronique, une partie du glucose est réduite en
sorbitol par action de 1’aldose réductase dont le co-facteur est le NADPH (Figure 7). Une partie
du sorbitol peut étre oxydée en fructose a I’origine des produits terminaux de glycation de plus,
I’utilisation du NADPH comme cofacteur va entrainer une diminution de la disponibilité de
celui-ci pour I’activité de la glutathion réductase donc une diminution des défenses anti-

oxydantes (Haleng et al., 2007; Lee Chung, 1999; Brownlee, 2005).

Aldose Sorbitol
Reductase = Deshydrogenase
Glucose /_—\: Sorbitol ——————>  Fructose
NADPH NADP NAD+ NADH

/ N |
Fructose-3-phosphate |
3-deoxyglucosone

__
GssG ———— asHj

Dommages

&
9
QS /
A
X
£/
5 Q
Osmotiques

&
$/
Ny

N

] AGEs

Stress

oxydant € I ROS <

Figure 7 : Voie des polyols. (Lee, 1999).

11.4.1.2. Voie de la protéine kinase C

Il a été largement démontré qu’hyperglycémie entrainait une activation de la voie de la
PKC par I’augmentation du glycéraldéhyde-3-phosphate via la glycolyse. Le glycéraldéhyde-
3-phosphate est un précurseur du diacylglycérol. L’activation de la PKC va entrainer
I’augmentation de la production des ROS de par I’augmentation de ’activité de la NADPH

oxydase.
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/ Hyvperglvcémie \
I DAG
PKC

‘.‘_\'ADPH oxyvdase

T ROS

e /

Figure 8 : Voie de la PKC dans le cadre de la pathologie diabétique. (Koya, 1998).

11.4.1.3. Voie des hexosamines

Le phénomene de glycosylation est dépendant de I’activité de la GFAT (Glutamine
fructose-6-phosphate amidotransferase) qui va entrainer 1’accumulation des protéines modifiées
par I’0O-GlcNac glycosylation qui participe qui dans la génération des ROS et contribue a

I’installation d’un stress oxydant.
11.4.1.4. Formation des produits terminaux de glycation (PTG)

Une forte concentration de glucose peut conduire a une accumulation de
glycéraldéhyde-3-phosphate qui est ensuite converti en méthylglyoxal. Le méthylglyoxal est un
précurseur de glycation, correspond a la réaction entre un ose (glucose, galactose, fructose) et
la fonction amine libre d’une protéine pour former une base de Schiff. Cette réaction est suivie
de réarrangements qui vont donner lieu a la formation de produit d’Amadori. Les produits
d'’Amadori subissent de nombreuses réactions oxydatives formant des intermédiaires réactifs

puis aboutissant a la formation de produits terminaux de glycation ou AGE (Figure 9).

La présence d’AGE est aussi génératrice de stress oxydant et entraine une augmentation de
la production de ROS (Haleng et al., 2007; Selvaraj et al., 2006; Hartog, 2007).
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Figure 9 : Formation des PTG par la glycation. (Haleng et al., 2007).
I1.5. Production des radicaux libres au cours de I’hyperglycémie

L’attaque oxydante des ROS au niveau des érythrocytes concerne 1’hémoglobine (Hb)
et la membrane cellulaire. Malgré un systeme de défense efficace, le fer ferreux dans
I’oxyhémoglobine peut transférer un €lectron a 1I’oxygeéne en générant un radical superoxyde,

ainsi la transformation de 1’hémoglobine en méthémoglobine (Misra et al., 1972).

Dans le cas physiologique, 3% d’hémoglobines (Hb) est convertie en méthémoglobine
(metHDb) par jour, et la metHb produite est de nouveau réduite par la méthémoglobine réductase.
Cependant, dans les conditions de stress élevé, la production de méthémoglobine est favorisée,
ce qui implique la génération de superoxydes (Rice et al., 1987). La dismutation enzymatique
ou spontanée des radicaux superoxydes donne du peroxyde d’hydrogene (H202) qui peut étre
converti, en préssence d’ions ferreux (Fe?*) via la réaction de Fento, en radical hydroxyle (OH),

qui a le potentiel d’initier la peroxydation lipidique (Mossa et al., 2014).
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I11. Matériels et Méthodes
111.1. Matériels
111.1.1. Echantillons
111.1.1.1 Plantes

La récolte de Marrubium vulgare et de Lauris nobilis a été effectuée durant le mois de
Fevrier 2019, dans la région de Ain Taghrout et Colla, Wilaya de Bordj bou Arreridj) (Figure
10).

~

Ain tagh t
in taghrour Colla

\ Wilaya de Bordj Bou Arreridj /

Figure 10 : Image montrant le site de la récolte (Source Wikipédia).

111.1.1.2. Sang

Les expériences ont été réalisees sur du sang
humain frais. Les prélevements sanguins ont été réalises
sur héparinate de lithium par un personnel médical du
laboratoire centrale d’hématologie, hopital Bouzidi

Lakhdar de la Wilaya de Bordj Bou Arréridj.

Figure 11 : Echantillons de sang.
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111.1.2. Réactifs et standards

Les produits chimiques utilisés dans la présente étude sont les suivants : Folin-Ciocalteu
(FC), carbonate de sodium (Na2COs), trichlorure d’aluminium (AlCI3), acide gallique,

quercétine, acide ascorbique, chlorure de sodium (NaCl), méthanol, formol.

111.2. Méthodes
111.2.1. Préparation des extraits

Les plantes récoltées sont séchées dans un endroit sec et aéré, a 1’abri de la lumiére du

soleil, puis broyées et réduites en poudre fine.

Une quantité de 5 g de la poudre végétale est introduite dans un erlenmeyer contenant
100 ml de solvant (méthanol pure). L’ensemble est soumis a une agitation pendant 3 h a
température ambiante et a I’abri de la lumiére puis laissé précipiter pendant 1h. L’extrait est
ensuite récupéré par filtration a I’aide d’un papier filtre (papier Wathman) et conservés dans
des flacons en verre pour une utilisation ultérieure. La figure ci-apres illustre la démarche

expérimentale utilisée pour la préparation de I’extrait.

Figure 12 : Protocole d’extraction.
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111.2.2. Détermination du taux d’humidité
Principe de la méthode

La teneur en humidité des plantes étudiées est déterminée selon la méthode de séchage
a I’étuve a une température de 105 °C et ce jusqu’a I’obtention d’une masse constante de
1’échantillon. Ainsi, le pourcentage d’humidité est calculé selon la formule de (El-hilaly, 2006).
Taux d’humidité (%) = [(PF-PS)] x 100
PF : poids frais.
PS : poids séche.
Mode opératoire

Dans le test d’humidité, la premiere étape consiste a sécher des creusets vides a 1’étuve
pendant 15 min a 105 °C puis les laisser refroidir dans un dessiccateur. 5g de chaque plante
fraiche sont placés dans des creusets puis portés a 105°C. Apres 2 heures d’incubation, les
creusets sont retirés de I’étuve et introduits directement dans le dessiccateur; les creusets
doivent étre pesés apres refroidissement. L’opération est répétée jusqu'a I’obtention d’un poids
constant.
La teneur en matiére séche est calculée selon la relation suivante:
Matiere séche (Ms)%=100 - H%
111.2.3. Dosages des métabolites secondaires
111.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux
Principe de la méthode

La teneur en polyphénols totaux des extraits des deux plantes a été déterminée selon la
méthode de Folin-Ciocalteu tel que décrite par (Beretta et al., 2005).

Le reéactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un melange

d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040).

L’intensité de la couleur produite, dont 1’absorbance maximale est a 760 nm, est
proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits (Ghazi et Sahraoui,
2005).
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Principe de la méthode

La teneur en phénols totaux dans les extraits des deux plantes a été déterminée 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 (Hs3PM012040).

L’intensité de la couleur produite, dont I’absorbance maximale est a 760 nm, est

proportionnelle & la quantité des polyphénols présents dans les extraits (Ghazi et Sahraoui,
2005).

Mode opératoire

Un aliquote de 200 pl de chaque extrait de plante est introduit dans un tube a essai,
auquel un volume de 500 pl du réactif de Folin (2 10%) est ajouté. L’ensemble est
soigneusement mélangé et incubé a 1’abri de la lumiére 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 1’absorbance est mesurée
a 760 nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf D’extrait a [’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les

mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique (0,02 ; 0,04 ; 0.06 ; 0.08 ; 0.1 mg/ml).

Les teneurs en phénols totaux sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique
(EAG)/g d’extrait en utilisant I’équation de la régression linéaire de la droite d’étalonnage du
standard (y=7.08x+0.1703).

111.2.3.2. Dosage des flavonoides
Principe de la méthode

La quantification des flavonoides est estimée selon la méthode colorimétrique de
trichlorure décrite par (Bahorun et al, 1996) avec quelques modifications. Le principe de cette
technique repose sur les propriétés chélatrices des flavonoides a 1’égard des ions aluminium.
Les groupements hydroxyles (OH) des flavonoides forment une liaison covalente avec le
trichlorure d’aluminium produisant ainsi un complexe de couleur jaunatre ayant une absorbance
maximale a 430 nm. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité des complexes

formés.

Mode opératoire
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1 ml de chaque extrait de plante est mélangé avec 1 ml de trichlorure d’aluminium (a
2% dans le méthanol). Apres incubation a température ambiante pendant 1 heure, I’absorbance

du mélange est mesurée a 420 nm contre un blanc contenant les réactifs sauf I’extrait.

Dans les mémes conditions et de la méme fagon sont mesurées les absorbances de la
série des solutions standards de la quercétine (0,005 ; 0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04 mg/ml). La
concentration en flavonoides totaux, exprimée en mg équivalent de quercétine (EQ)/g d’extrait,
est calculée a partir de la droite d’étalonnage (y= 23,295x+0,0924).

111.2.4. Test au DPPH
Principe de la méthode

L'inhibition du radical libre 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.) est effectuée
selon la méthode proposée par Blois en 1958. Cette méthode permet de mesurer le pouvoir
piégeur et de calculer la concentration inhibitrice médiane 1Cso des substances antioxydantes.
Le DPPH est un radical libre de couleur violette (forme oxydée), qui devient jaune (forme

réduite) sous l'effet des substances antioxydantes qui lui céde un proton (Figure. 13)

On peut résumer cette réaction par I’équation suivante :

DPPH +(AH), — DPPH-H+ (A),

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH pour le
transformer en molécule DPPH-H (Brand Williams et al., 1995).

Figure 13 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al., 1995).

Mode opératoire
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Dans des tubes secs et stériles, on introduit 2 ml de la solution de I'extrait a tester de
chaque concentration déja preparée et on ajoute 0.4 ml de solution de DPPH. Aprés agitation,
les tubes sont placés a I’obscurité pendant 30 minutes, a la température ambiante. La lecture de
I’absorbance est faite par un spectrophotométre a 517 nm contre un blanc préparé pour chaque
concentration qui est constitu¢ de 2ml d’extrait et 0.4ml du méthanol. Parallélement, un controle
est préparé en melangeant 2ml de méthanol et 0.4ml de DPPH. Le test est réalisé en triplicata

pour chaque concentration.

Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est calculé selon 1’équation suivante :

Activité anti radicalaire (%) = [(Ac - Ae) / Ac]

Ac : absorbance du contréle.

Ae : Absorbance de 1’échantillon.

I11.2.5. Etude de Pactivité anti-hémolytique des extraits de plantes
111.2.5.1. Préparation du sang isotonique

Le sang recueilli est centrifugé a 2500 rpm pendant 5 min pour éliminer le surnageant
(contenant du plasma, des plaquettes et des leucocytes), puis le surnageant est remplacé par un

méme volume d’une solution isotonique (NaCl a 0.9%) (Figure 14).

Centrifugation Elimination du Reimplac_é par
—_— > 3 | solution isotonique
2500I’pm/5m|n Surnageant (NaCI a 09%)

Sang frais ‘

(Tube héparine)

H(omogénéisation

Sang isotonique

Figure 14: Préparation du sang isotonique.
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111.2.5.2. Mesure de la turbidité cellulaire

Les différents échantillons a analyser sont préparés a partir du sang isotonique (sang
centrifugé et dont le plasma est remplacé par une solution isotonique (NaCl a 0.9%)) (Figure
15).
» Le tube A contient du sang isotonique et une solution isotonique (Témoin négatif : non traité
par le Glucose).
» Le tube B contient 50% de sang isotonique et une solution isotonique (Témoin positif : traité
par le Glucose).

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

» Le tube D contient du sang isotonique et I’extrait du Marrube (50 mg/ml).

» Le tube E contient du sang isotonique et I’extrait du Laurier (50 mg/ml).

Mode opératoire

Un volume de 100 pl est prélevé de chaque tube auquel sont ajoutés 200 ul d’une
solution hypotonique (0.7%), aprés 15 min on ajoute 100 pul de formol (0.4%) pour fixer les
hématies, ensuite on préleve 100 pl du mélange qu’on dilue 40 fois pour faire la lecture a 620

nm.

Chaque échantillon est ensuite centrifugé (2500 rpm/5 min) pour récupérer le surnageant
et doser son hémoglobine libérée.
I1.2.5.3. Dosage de I’hémoglobine libérée

L’hémoglobine libérée est dosée par spectrophotométrie a 412 nm (bande de Soret). Le
dosage de 1’hémoglobine aprés incubation dans un milieu hypotonique permet de déterminer

d’une maniére indirecte la proportion d’hématies lysées.
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Figure 15 : Protocole expérimental de 1’évaluation de 1’activité hémolytique

111.2.5.4. Etude microscopique

Dans le but d’avoir des précisions sur 1’état (forme) des hématies, la mesure de la
turbidité cellulaire est suivie directement par 1’observation sous microscope au grossissement

(10X100) avec prise de photos numériques.
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111.3. 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<0,001.
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1V. Résultats et discussion
1V.1. Détermination du taux d’humidité

Le test d’humidité est réalisé dans le but d’estimer la teneur en eau des plantes étudiées.
Les résultats obtenus montrent que Marrubium vulgare et Laurus nobilis présentent des valeurs
tres élevées en eau, toutefois, Marrubium vulgare semble avoir plus d’eau (74.63%) par rapport
a Laurus nobilis (28.76%). Cela signifie que plus de la moitié du poids de la plante fraiche est

constituée par I’eau et le reste du poids de la plante correspond a la matiére séche (Figure 16).

Les résultats obtenus pour le marrube, semblent étre élevée de ceux trouves par
Bouterfas et al., 2013, (40,32%). En ce qui concerne le laurier, (Barahmi et al., 2008)

trouvérent un taux d’humidité élevé (47.1%) par rapport a notre résultat.

Il est bien établi que le taux d’humidité dépend de quelques facteurs liés a la plante et/ou

aux conditions environnementales (Hopkins, 2003).

H20

Marrubium vulgare Laurus nobilis

Figure 16 : Taux d’humidité et de matiére seche de Marrubium vulgare et
de Laurus nobilis

1VV.2. Teneur en métabolites secondaires

IVV.2.1. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en composes phénoliques des extraits méthanoliques des deux plantes a été
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage (y= 7.08x+ 0.1703), réalisée avec de ’acide

gallique a différentes concentrations (voir annexe 1).
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Les résultats sont exprimés en mg eéquivalent d’acide gallique par g de poudre veégétale
(mg EAG/g de poudre vegétale). Les teneurs en polyphénols totaux des deux extraits analyses

sont représentées sur la Figure 17.

4 - P<0.001

N
o1
1

poudre végétale)
N

=

1
1
Hi

Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g de

0,5 A

Marrubium vulgare Laurus nobilis

Figure 17 : Teneur en polyphénols totaux des deux éxtraits de plante.

Il apparait clairement que le laurier a une teneur plus élevée en polyphénols (55.88+
11.08 mg EAG/g de poudre végétale) que le marrube (15.52 + 0.33 mg EAG/g de poudre
végétale) (P<0.001). Les teneurs moyennes des polyphénols du laurier restent supérieures a
celles du marrube, ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature (Brahimi
etal., 2015).

Concernant Laurus nobilis, Muniz-Marquez et ses collégues (2013) ont rapporté une
teneur en polyphénols largement inférieur a nos résultats (8.2 mg EAG/g) Alors que (Taroq et
al, 2018), en étudiant I’extrait méthanoique de Laurus nobilis, trouvérent une concentration

plus élevée en polyphénols (133.32 mg EAG/Q).
De méme, la teneur en polyphénols de 1’extrait méthanolique de Marrubuim vulgare est

plus élevee (0.87-2.64 mg EAG/Q) a celle rapportée par (Wu et al., 2004). Alors que Bouterfas
et ses collégues (2016) ont enregistré une teneur supérieure (47.7-160 mg EAG/g).
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Chapitre IV Résultats et Discussion

En effet, la teneur phénolique d’une plante dépend d’un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétiques) et extrinséques (conditions climatiques, pratiques culturelles, maturité
a la récolte et les conditios de stokage, ...) (Falleh et al., 2008; Podsedek, 2007).

1VV.2.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides est déterminée par une méthode colorimétrique basee sur
’utilisation du trichlorure d'aluminium (AICI3) (Bahorun et al., 1996). Les résultats sont
représentés dans la Figure 18 et sont exprimés en mg équivalent de quercétine/g de poudre
végétale (mg EQ/g de poudre végétale) en se référant a une courbe d’étalonnage

(y=23.295x+0.0924) réalisée dans les mémes conditions (voir annexe 2).
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Figure 18: Teneur en flavonoides des deux extraits de plante.

Il apparait la aussi que de la méme maniére pour les teneurs en polyphénols totaux, le
laurier est plus riche en flavonoides (169.7+ 13.63 mg EQ/g) que le marrube (26.71 £ 9.32 mg
EQ/g) (P<0.001).

Les teneurs en flavonoides de 1’extrait du laurier sont en accord avec celles rapportées

dans les mémes études précedentes (Brahimi et al., 2015; Taroq et al., 2018). Quant a I’extrait
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Chapitre IV Résultats et Discussion

du marrube, les valeurs en flavonoides obtenus restent inférieures a celles rapporté par

Bouterfas et ses collaborateurs (2016).

La distrubtion des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante, ceci peut étreégalement lié aux conditions climatiques (température élevée, exposition
solaire, ssécheresse,...ctc) qui stimulent la biosynthése de ces métabolites secondaires (Falleh

etal., 2008).

1VV.3. Inhibition du radical DPPH

L’activité anti radicalaire des différents extraits a été évaluée spectrophotométriquement
a 517 nm en suivant la réduction du radical DPPH sur une solution méthanolique qui

s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune.
P<0.0001
|

P<0.0001 |

100 + P<0.0001
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par les deux extraits.

Le test au DPPH est largement utilisé pour évaluer I'activité de piégeage des radicaux
libres par les extraits de plantes. La figure 19 montre les résultats de l'activité antiradicalaire
des extraits et de la vitamine C exprimés en pourcentage d'inhibition du DPPH. Les extraits
présentent une bonne activité anti-radicalaire de 1’ordre de (96,06+ 1,04% pour le laurier) et
95,18+ 1,02 % pour le marrube) comparé a celle de la vitamine C qui est de 81,81+0 % pour une
méme concentration (50 pg/ml) (P<0.0001). Les extraits semblent plus actifs contre le radical
DPPH et ont exprimé un pouvoir antioxydant plus important que le standard. Cela est

probablement due aux teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides.
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

Aouadhi et al., (2014) a étudié I'extrait méthanolique du marrube a Tunisie, et a rapporté
un fort pouvoir antioxydant a 1’égard du DPPH. D’autre part, Taroq et ses colégue (2018) ont

également rapportés une bonne activité anti-radicalaire de 1’extrait méthanolique du laurier.

IV.4. Etude de ’activité anti-hémolytique des extraits de plante

1V.4.1. Turbidité cellulaire

La Figure 20 montre les densités optiques (DO) des globules rouges des eéchantillons
témoins (témoin négatif et témoin positif) et des échantillons traités (acide ascorbique,

Marrubium vulgare et Laurus nobilis).

Absorbance (620 nm)

Glucose a 1 mg/ml Glucose a 5 mg/ml Glucose a 10 mg/ml Glucose a 100 mg/mi

Figure 20 : Histogrammes montrant la turbidité cellulaire des différents échantillons étudiés
sous I’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous 1’action de différentes
concentrations de glucose (1mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, 100mg/ml).

Il apparait clairement que dans les différents essais réalisés, les valeurs de
concentrations cellulaires du sang témoin négatif (non traité par le glucose) restent largement
supérieures par rapport aux restes des échantillons étudies. Tandis que, les suspensions de
globules rouges traitées par le laurier et, en particulier, le marrube présentent les valeurs de
concentrations cellulaires les plus élevées comparées a celle du témoin positif et sont presque
équivalentes a celles du témoin négatif. Le les suspensions de globules rouges du témoin positif
ainsi que celles traitées a I’acide ascorbique semblent étre les plus fragiles au milieu

hypotonique vue les faibles valeurs enregistrées.
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

IV.4.2. Concentration en hemoglobine extracellulaire

Les densités optiques de 1’hémoglobine (Hb) libérée sont représentées dans la Figure
21. Les valeurs de I’hémoglobine libérée vont dans le méme sens que celles observées pour la
cellule. Les concentrations de 1I’Hb traitées par le marrube et le laurier sont supérieures a celles
du témoin positif et celles traitées par I’acide ascorbique. Ces résultats suggerent un effet double
effet protecteur des deux plantes étudiées aussi bien sur 1’intégrité cellulaire que sur la

composante intracytoplasmique du globule rouge représentée par 1’Hb.

0,45 1
0,4 -
0,35

0,25

Absorbance (412 nm)
o
N

Glucose a 1 mg/ml Glucose a 5 mg/ml Glucose a 10 mg/ml Glucose a 100 mg/ml

Figure 21 : Histogrammes montrant la concentration en hémoglobine extracellulaire des
différents échantillons étudiés sous I’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous
I’action de différentes concentrations de glucose (Img/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, 100mg/ml).
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1V.4.3. Etude microscopique

La réalisation de frottis sanguins permet d’avoir plus précisions sur 1’état global de
I’intégrité cellulaire, la Figure 22, montre que les globules rouges des suspensions traitées a la
vitamine C et celles du contréle positif sont celles qui présentent des altérations de la membrane
cytoplasmique. Alors que les cellules du sang contrble négatif ainsi que celles traitées aux

extraits des deux plantes semblent avoir un contour cellulaire plus régulier.

Figure 22 : Photos des frottis sanguins de chaque essai vus sous microscope
électronique (10X100).
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Discussion

La susceptibilité des globules rouges au phénomene oxydatif fait d’eux un modeéle
adéquate pour étudier le stress oxydatif et évaluer les défenses antioxydantes (Pincemail,
1999). Il suffit de soumettre ces cellules a un systeme produisant des radicaux libres et de
mesurer le taux d’hémolyse comme marqueur in vitro du dommage oxydatif. Dans cette étude,
les globules rouges ont été incubés dans un milieu hypo-osmotique et en présence de

concentrations croissantes en glucose.

Nous avons étudié I’effet protecteur de Marrubium vulgare et de Laurus nobilis sur la
résistance des hématies humaines au stress hypotonique par une mesure simultanée de la

turbidité cellulaire e de I’hémoglobine libérée.

Nous avons démontré que I'extrait de marrube et de laurier protégeaient efficacement
les globules rouges contre le stress oxydant induit par le glucose, dans des conditions
hypotoniques. Le mode d'action des extraits présentant un potentiel de stabilisation
membranaire pourrait étre attribué a leurs liaisons aux membranes érythrocytaires. Cela peut
empécher les interactions physiques avec les agents d'agrégation impliquées dans I'hémolyse
des globules rouges (Chioma, 2017).

Ces résultats suggérent que la protection contre le stress oxydant passerait probablement
par I’inhibition de la peroxydation lipidique (Sudip, 2006), et par la diminution de la sensibilité
a l'oxydation des globules rouges par les polyphénols (Zubeyir, 2016).

Dans la présente étude, les suspensions de globules rouges traitées aux extraits des deux
plantes ont montré des valeurs élevées a la fois en turbidité cellulaire qu’en hémoglobine, Ceci
indique qu’un taux élevé en hémoglobine ne refléte pas systématiquement une lyse totale des
cellules mais plutét une protection contre 1’oxydation et la dénaturation de 1’hémoglobine

libérée.

Contrairement aux extraits étudiés, I'acide ascorbique semble réagir comme un pro-

oxydant. Comme a était mentionné dans I'étude de (Omaye, 2004 in Parisa, 2009).
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Conclusion générale

Conclusion

Aujourd'hui, on ne cesse d’assister a un retour a la nature et a la thérapeutique par les

plantes en raison des effets néfastes de nombreux traitements conventionnels.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a évaluer la teneur en composes
phénoliques et flavonoidiques ainsi que les propriétés antioxydantes de deux extraits de plantes
(Marrubium vulgare et Laurus nobilis). Les résultats obtenus montrent que 1’extrait du laurier
a des teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides par rapport a ’extrait du marrube
(55.88+ 11.08 mg EAG/g vs 15.52 £0,33 EAG/g et 169.6 + 27.2 mg EQ/g vs 26.71 + 9.32 mg
EQ/g). Le test de DPPH a révélé également que 1’extrait du laurier a une activité antiradicalaire

légérement supérieure a celle du marrube.

Nous avons également démontré que les extraits étudiés protégent non seulement les

globules rouges de I'hémolyse, mais également I'hémoglobine de la dégradation.

Ces résultats restent partiels et d’autres travaux sur ces extraits s’imposent au niveau
pharmacologique et chimique, donc il serait intéressant a 1’avenir d’approfondir 1’étude
phytochimique qui consiste en : la purification, 1’identification et la caractérisation des
composés actifs impliqués dans le pouvoir anti-hémolytique. 1l serait aussi judicieux de
compléter cette étude par I’optimisation des activités obtenues en fonctions des parametres

cinétiques et expérimentaux influengant le mécanisme antihémolytique de ces extraits.
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Annexe 1

Dosage des polyphénols

Tableau N°1 : Absorbances de 1’acide gallique a différentes concentrations.

Concentration

(ng/ml)

20 40 60 80

100

Abs (a 765nm)

| 0.315  0.465 0.585 0.710 0.9005 |

Absorbance (765 nm)

1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

i y=7,08x+0,1703
R?=0,9928

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentration (mg/ml)

0,12

Figure 1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.




Dosage Flavonoide

Tableau N°2 : Absorbances de la quercétrine a différentes concentrations.

Concentration 5 10 20 30 40
(ng/ml)
Absorbance (a | 0.192 0.313 0.602 0.80 1.001
420 nm)
1,200 -
. y = 23,295x+ 0,0924
g 1000 - R?=0,9934
=
N 0,800 -
z
>
2 0,600 -
-]
—
5 0,400 -
—
< 0,200 -
0,000 . . . . |
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Concentration (mg/ml)

Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.



Annexe 2

Etude statistique du dosage des TPC

Tableau ANOVA pour TPC

ddl  Somme des carrés  Carré moyen Valeur de F Valeur de p

Lambda

Puissance

Type de plantes 1 231,387

231,387 14,942 ,0181
Résidu 4

14,942

,825

61,943 15,486

Tableau de moyennes pour TPC
Effet : Type de plantes

Nombre Moyenne Dév.Std. Er. Std.
Laurus nobilis 3 27,947 5,555 3,207
Marrubium vulgare 3 15,527 ,339 ,196

Graphique des interactions pour TPC
Effet : Type de plantes

Moy. cell

Laurus nobilis

Marrubium vulgare
Cell

Test PLSDde Fisher pour TPC
Effet : Type de plantes
Niveau de significativité : 5%

Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p
Laurus nobilis, Marrubium vulgare 12,420 8,921 ,0181 (S




Etude statistique du dosage des flavonoides

Tableau ANOVA pour TPC

ddl  Somme des carrés

Carré moyen
Type de plantes 1

Valeur de F Valeur de p

Lambda

231,387 231,387 14,942
Résidu 4

,0181

14,942

Puissance

61,943 15,486

,825

Tableau de moyennes pour TPC
Effet : Type de plantes

Nombre Moyenne Dév. Std. FErr. Std.
Laurus nobilis 3 27,947 5,655 3,207
Marrubium vulgare 3 15,527 ,339 ,196

Graphique des interactions pour TPC
Effet : Type de plantes

Moy. cell

Laurus nobilis

Marrubium vulgare
Cell

Test PLSDde Fisher pour TPC
Effet : Type de plantes
Niveau de significativité : 5%

Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p

Laurus nobilis, Marrubium vulgare 12,420 8,921

,0181 | S




Etude statistique du test DPPH

Tableau ANOVA pour DPPH

ddl Somme des carrés Carré moyen Valeurde F  Valeur de p Lambda Puissance
Type de plantes 2 11082,911 5541,456 13661,941 <,0001 | 27323,881 1,000
Résidu 6 2,434 ,406
Tableau de moyennes pour DPPH
Effet : Type de plantes
Nombre  Moyenne Dév. Std. Err. Std.
Acide ascorbique 3 81,818 0,000 0,000
Laurus nobilis 3 96,061 1,050 ,606
Marrubium vulgare 3 15,527 ,339 ,196

Graphique des interactions pour DPPH

Effet : Type de plantes
100

90 A
80 A
70 A
60 A
50 4
40 A
30 A
20
10

Moy. cell

Acide ascorbique Laurus nobilis
Cell

Test PLSDde Fisher pour DPPH
Effet : Type de plantes
Niveau de significativité : 5 %

Diff. moy.

Marrubium vulgare

Diff. crit.

Valeur p

Acide ascorbique, Laurus nobilis

-14,242

1,272

<,0001

Acide ascorbique, Marrubium vulgare

66,291

1,272

<,0001

Laurus nobilis, Marrubium vulgare

80,533

1,272

<,0001

"




Etude statistique activité anti-hémolytique

Tableau ANOVA pour RBC

RBC- Glucose 1mg/ml

ddl Somme des carrés Carré moyen ValeurdeF Valeurdep Lambda Puissance
Type de traitement 4 ,316 ,079 34,998 <,0001 | 139,991 1,000
Résidu 14 ,032 ,002
Tableau de moyennes pour RBC
Effet : Type de traitement
Nombre  Moyenne Dév. Std. Err. Std.
Acide ascorbique 3 ,439 ,023 ,014
Laurus nobilis 4 ,748 ,047 ,023
Marrubium vulgare 4 ,793 ,033 ,016
Témoin négatif 4 779 ,057 ,029
Témoin positif 4 ,588 ,061 ,030
Graphique des interactions pour RBC
o Effet : Type de traitement
8 7 "
e
,6
85
g4
2 )
3
2
1
s g 3 %
g 2 & ¢ &
g 9 £ E §
@ 5 3 g k=
g 8 § © et
< g
Cell
Test PLSDde Fisher pour RBC
Effet : Type de traitement
Niveau de significativité : 5%
Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p
Acide ascorbique, Laurus nobilis -,309 ,078 <0001 |S
Acide ascorbique, Marrubium vulgare -,354 ,078 <0001 |S
Acide ascorbique, Témoin négatif -,340 ,078 <0001 |S
Acide ascorbique, Témoin positif -,149 ,078 ,0011 | S
Laurus nobilis, Marrubium vulgare -,045 ,072 ,2021
Laurus nobilis, Témoin négatif -,031 ,072 ,3684
Laurus nobilis, Témoin positif ,160 ,072 ,0003 | S
Marrubium vulgare, Témoin négatif ,014 ,072 ,6887
Marrubium vulgare, Témoin positif ,205 ,072 <0001 | S
Témoin négatif, Témoin positif ,191 ,072 <0001 |S




Etude statistique activité anti-hémolytique

Hb- Glucose 1mg/ml

Tableau ANOVA pour Hb
ddl Somme des carrés Carré moyen Valeur de F  Valeur de p Lambda Puissance

Type de traitement 4 ,017 ,004 21,917 <,0001 87,670 1,000

Résidu 12 ,002 1,952E-4

Tableau de moyennes pour Hb
Effet : Type de traitement

Nombre Moyenne Dév. Std. Err. Std.

Acide ascorbique 4 ,125 ,004 ,002
Laurus nobilis 3 ,140 ,009 ,005
Marrubium vulgare 3 ,212 ,014 ,008
Témoin négatif 4 ,175 ,022 ,011
Témoin positif 3 ,132 ,012 ,007

Graphique des interactions pour Hb
Effet : Type de traitement

,23
2 -
,17 A F
,15 A L
]
D ,13 - 3
=’ 3
= ] L
(&) 1
,08 A L
,05 F
,03 A L
0]
(] = =
£ 2 ] @ =
S [%) = S
17} <] £ =] 2
[ 5 =] £ =
@ 8 5 i ps
k=] = =
< g
Cell

Tableau MANOVA pour

Les tableaux MANOVA ne sont pas calculés pour les modeéles factoriels avec
une seule variable dépendante.

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

Acide ascorbique, Laurus nobilis -,016 ,023 ,1698

Acide ascorbique, Marrubium vulgare -,087 ,023 <,0001 | S
Acide ascorbique, Témoin négatif -,050 ,022 ,0003 | S
Acide ascorbique, Témoin positif -,007 ,023 ,5097

Laurus nobilis, Marrubium vulgare -,071 ,025 <,0001 | S
Laurus nobilis, Témoin négatif -,035 ,023 ,0070 | S
Laurus nobilis, Témoin positif ,008 ,025 4791

Marrubium vulgare, Témoin négatif ,037 ,023 ,0049 | S
Marrubium vulgare, Témoin positif ,080 ,025 <,0001 | S
Témoin négatif, Témoin positif ,043 ,023 ,0017 | S
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Résumé

Dans le présent travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation des propriétés
antioxydantes des extraits de deux plantes médicinales (Marrubium vulgare et Laurus nobilis) et I’effet
de ces extraits sur la résistance hypo-osmotique des hématies humaines sous 1’action de concentrations
croissantes en glucose.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides a montré que laurus présente des concentrations
plus élevées que le Marrube (55.88 +11.08 mg EAG/g vs 15.52 +0,33mg EAG/g et 169.6 + 27.2 mg
EQ/g vs 26.71 + 9.32 mg EQ/g) Dans le test au DPPH, les extraits étudiés ont une importante activité
anti-radicalaire avec une supériorité plus ou moins du Laurier sur le Marrube.

Les résultats de I’activité anti-hémolytique ont montré que Laurus Nobilis et Marrubium
vulgare excercent un double effet protecteur sur les hématies et assurent une protection contre
I’hémolyse des globules rouges et la dénaturation de I’hémoglobine

Mots clés : Marrubium vulgare, Laurus nobilis, stress oxydant, glucose, hématies, activité anti-
hémolytique.

Abstract

The aim of the present work was to evaluate the antioxidant properties of two medicinal plants
extracts (Marrubium vulgare and Laurusnobilis) and to study the effect of these extracts on the
resistance of the human erythrocytes to hypoosmotic condition in the presence of increasing
concentrations of glucose.

The assessment of polyphenols and flavonoids showed that Laurus presented higher
concentrations than Marrube (55.88 £ 11.08 mg GAE / g vs 15.52 + 0.33 GAE/ g and 169.6 + 27.2 mg
QE/gvs. 26.71 £ 9.32mg QE / g). In term of DPPH radical scavenging activity, it can be assumed that
the studied extracts showed a significant anti-radical activity with a superiority of Laurus on arrube.

The results of anti-haemolytic activity showed that Laurus Nobilis and Marrubium Vulgare
exert a double protective effect on red blood cells by affording a protection against haemolysis and
hemoglobin denaturation.

Key words: Marrubium vulgare, Laurus nobilis, oxidative stress, glucose, red cells, anti-hemolytic
activity.



