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Introduction Générale

D’aprées 1’organisation mondiale de la santé (I’OMS) environs 80% de la population
mondiale ont recours aux plantes médicinales et a la médecine traditionnelle pour traiter de

nombreuses maladies.

Depuis son existence, I’homme a eu une relation trés étroite avec les plantes
médicinales pour se protéger du froid et du soleil, se nourrir et se traiter des blessures et
méme prévenir plusieurs maladies. Les plantes sont considérées comme une source majeure
des substances utilisées a vertus thérapeutiques, leurs efficacités en tant que remede naturel

a été largement démontrée.

Les effets thérapeutiques des plantes sont dus principalement dus a leurs métabolites
secondaires comme les polyphénols et les flavonoides. Ces composes possedent diverses
propriétés pharmacologiques notamment comme antioxydant et anti-inflammatoire
(Toyama et al.,1999).

Verbena officinalis (la verveine), une plante appartenant la famille des verbénacées
trés répandue en Afriques considérée comme une plante médicinale tres appréciée au cours
des siecles, c’est une source potentielle des molécules naturelles bioactives qui a fait 1’objet
de plusieurs études pour leurs éventuelles utilisations comme alternative pour le traitement

des maladies infectieuses (Bellakhdar et al. 1994).

L’objectif de cette étude réalisée dans le cadre du mémoire de master est de déterminer,
in vitro, le potentiel antioxydant et anti-inflammatoire de la verveine officinale disponible
dans le commerce. En 1’occurrence, le test anti radicalaire au DPPH et le test du pouvoir
réducteur du fer pour 1’activité antioxydants et le test de la stabilité thermique des protéines

pour le I’évaluation le potentiel antiinflammatoire.
Ce mémoire comporte deux parties :

A Une partie bibliographique qui relate les informations relatives au stress oxydant et
les antioxydants d’une part et I’inflammation et les anti-inflammatoires d’autre part. En
citant en fin de partie, quelques exemples de plantes a pouvoir antioxydants et anti-
inflammatoire.

B. Une partie expérimentale qui décrit le travail pratique réalisé et les résultats obtenus :

v Extraction des métabolites bioactifs de la verveine par décoction ;

1
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v Dosage des polyphénols et des flavonoides dans I’extrait aqueux obtenu ;
v Test anti radicalaire au DPPH et test du pouvoir réducteur ;

v Effet de I’extrait aqueux de la verveine sur la stabilité thermique de 1’ovalbumine.
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I.1. Types et phases principales de I’inflammation

1.1.1. Types de I’inflammation

L'inflammation est un mécanisme de défense vital pour la santé et est déclenchée par
des stimuli nocifs tels que des cellules endommagées par des agents pathogénes, des
composés toxiques ou des radiations, et elle agit en supprimant ces stimuli pour favoriser la
guérison et restaurer I'homéostasie du tissu affecté. (Pacheco et al., 1993 ; Noack et
Kolopp-Sarda, 2018).

.1.1.1. L’inflammation aigue

L’inflammation aigue se caractérise par des modifications locales, elle est immédiate
avec une fonction de progression des tissus contre 1’agent pathogéne. L’inflammation
disparait une fois I’agent ¢éliminé, et la lésion commence a se cicatriser et les diverses

structures et fonctions se rétablissent (Maud, 2016).

1.1.1.2. L’inflammation chronique

L’inflammation chronique correspond a la persistance de 1’agent pathogéne a cause de
I’échec de la réponse inflammatoire aigue ou d’une réponse inappropriée (Ibrahima, 2019).
Elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années. Dans ce type de réponse, les
phénomeénes d’inflammation, de destruction tissulaire et de réparation coexistent tout au long
de I’évolution de I’inflammation. Par conséquent, les tissus ne se régénerent pas

correctement et un phénomeéne de cicatrisation pathologique s’installe (Weill et al., 2003).

1.1.2. Phases principales de I’inflammation

La réponse immunitaire commence par une phase de reconnaissance, au cours de
laquelle certains récepteurs seront exposés a la surface de cellules particuliéres (mastocytes,
macrophages et cellules dendritiques), reconnaissant des composants communs a des
groupes de pathogenes d'origine, qu'ils soient endogénes ou exogénes. (Essakalli et al.,
2009). Ayant pour but de les détruire grace a I’activation d’un certain nombre de médiateurs
moléculaires et cellulaires. Elle est caractérisée par trois phases : vasculaire, cellulaire et de

résolution.

1.1.2.1. Phase vasculaire
Au cours de la phase vasculaire, I’augmentation du flux sanguin, suite a la sécrétion
de médiateurs vasoactifs tels que I’histamine ou la sérotonine par les mastocytes et les

basophiles présents, provoque rougeur et chaleur, I’augmentation de la perméabilité
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vasculaire agisse sur le systeme des kinines (Weill et al., 2003). Ces derniers vont induire la
production de plusieurs médiateurs tels que le monoxyde d’azote (NO) et les eicosanoides

qui sont responsables de la vasodilatation des capillaires sanguins (Felipe et al., 2007).

Ces médiateurs vont augmenter la contraction des cellules endothéliales, ce qui
augmente ainsi la perméabilité capillaire et la formation de I’cedéme, ce dernier provoque
des hyperpressions au niveau des terminaisons nerveuses locales et la sensation de la douleur
(Weill et al., 2003 ; Kumar et al., 2014).

1.1.2.2. Phase cellulaire

La phase cellulaire est caractérisée par la mobilisation et la migration des phagocytes
circulatoires (neutrophiles, monocytes et macrophages) vers le site 1ésé, ainsi que la synthese
de médiateurs solubles tels que les protéines du systéme du complément, les protéines
associées a lI'inflammation et les cytokines. L'élimination des pathogenes est rendue possible
par les neutrophiles et les macrophages, dont la fonction premiere est la phagocytose
(Stramer et al., 2007).

1.1.2.3. Phase de résolution

L'élimination de l'agent pathogene est suivie d'une phase de résolution de la réponse
inflammatoire en milieu physiologique. Divers mecanismes cellulaires et moléculaires sont
activés au cours de cette phase afin de contrer le processus inflammatoire et de restaurer
I'noméostasie et I'intégrité fonctionnelle des tissus (Barnig 2016). Tout au long du processus
d'inflammation aigué et résolutive, la cellule endothéliale joue le rle de gardien, contrélant
le type de cellule qui pénetre dans le site de I'inflammation. Cellule endothéliale, leucocyte

polymorphonucléaire, et macrophage (Jamieson et al., 2005)
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Figure 1 : Recrutement des leucocytes vers le site inflammatoire (Kumar et al., 2014).

1.2. Les principaux médiateurs de ’inflammation

1.2.1. Les médiateurs cellulaires

Plusieurs mediateurs, comme les pro-inflammatoires chimiques (Tableaul) et les anti-
inflammatoires, contrélent la réponse inflammatoire. Ces médiateurs peuvent étre des
composés plasmatiques qui circulent dans le sang ou des cellules telles que les mastocytes,
les thrombocytes, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages (Henrotin et al., 2001

; lwalewa et al., 2007). Les roles de ces médiateurs sont résumés dans le tableau 1:
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Tableau 1: Effets des principaux mediateurs impliques dans le processus inflammatoire.

Médiateurs de

Roéles dans le processus

musculaire, provoque et

induit la sensation de douleur

) ) Réferences
I’inflammation inflammatoire
Responsable de
I’augmentation de la
) ) perméabilité vasculaire, | (Ryan et Majno, 1977 ;
Histamine .
permet la  contraction | Mayol et al., 2013).

TNF-a et IL-1R

Implique dans la migration
des leucocytes vers le site
enflammé par la stimulation
des cellules endothéliales
pour exprimer les molécules
d’adhésion, stimule la
libération des chimiokines,

stimulent 1’activation de la

phospholipase A2, activent la

production intracellulaire
d’especes réactives
d’oxygene, stimulent

I’expression des MMPs

(Levy et Kelly, 1993 ;
KoechlinRamonatxo,
2006).

IL-6

Responsable de 1’activation
des phagocytes, favorise le
recrutement des monocytes
sanguins vers les tissus
enflammeés, induit la
production de protéine de la
phase aigle (protéine

Créative)

(Ostrowski et al., 1999 ;
Mayol et al., 2013).
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IL-8

Implique dans la chimio
attractions  des  cellules
(neutrophiles, mastocytes et
les macrophages), favorisant
leurs diapédeses, induit la
libération d’enzymes

lysosomiales, d’oxydant et

de médiateurs lipidiques

(Henrotin et al., 2001 ;
Mayol et al., 2013).

Prostaglandines

Inhibent la synthése de
cytokines activatrices des
lymphocytes, puissants
vasodilatateurs, participent a
la formation de 1’cedéme et
sont responsables de la

douleur

(Henrotin et al.,, 2001 ;

Iwalewa et al., 2007).

Leucotriénes

L’augmentation de la
perméabilité vasculaire,
participent dans la formation
de I’cedéme, possédent des
propriétés chimiotactiques,
stimule la production de I’'IL-
2, de I'IFN-y et de I’IL-4 par
les lymphocytes T

(Henrotin et al., 2001).

Substance P

Stimule la prolifération des
lymphocytes et la production
d’immunoglobulines,

favorise la sécrétion des
cytokines de I’inflammation,
libération des radicaux
oxygeénés, les dérivés de

I’acide arachidonique et de

(Henrotin et al., 2001 ;
O'Connor et al., 2004).
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I’histamine, stimule le

chimiotactisme

Meétalloprotéases

La modification de la
matrice extracellulaire en
dégradant ses composants,
facilitent la migration des
cellules immunitaires vers le

site inflammatoire

(Manicone et McGuire,
2008 ; Mayol et al., 2013).

IL-4, IL-10 et IL-12

Inhibent la libération de
TNF-a et d’IL-1B, réduisent
le nombre des
polymorphonucléaires dans
le tissu enflammeé, stimulent
la libération du TGF-B1

(Marsolais et
2005 ; Charles, 2010).

Frenette,

1.2.2. Le radical superoxyde, O2

L’inflammation est considérée comme une source importante de radicaux oxygénés

produits directement par les cellules phagocytaires activées, au cours de la phagocytose.
(Henrotin et al., 2001 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Barton, 2008).

L’anion superoxyde est une ERO primaire, formée par l'acquisition d’un électron par

I’oxygene moléculaire.

Durant I’inflammation, les PMNs augmentent leur consommation en oxygene pour

aboutir a la formation des ROS. Toutefois, cette formation comporte une série d'étapes en

cascade qui implique initialement I’activation de la NADPH-oxydase (Figure 2) qui active
la production de 1’0O2.- (Serteyn, 2003 ; Hurtado-Nedelec et al., 2014).
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INACTIF 20, ACTIF 20,

Stimulus

Figure 2 : Activation de la NADPH oxydase (Hurtado-Nedeleca et al., 2014).

Il réagit immédiatement sur lui-méme ou avec d’autres radicaux pour former d’autres
ROS (Figure 3) plus puissants comme le H202 et le OHe. Dans le milieu inflammatoire,
d’autres réactions entre les différentes ROS et leur environnement donnent naissance a

d’autres composés toxiques plus puissants. (Pasquier, 1995).
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[Cr, "OH]

Figure 3 : Productions des espéces réactives dans les neutrophiles (Serteyn, 2003)

1.3. Les anti-inflammatoires
1.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) regroupent un ensemble de molécules
présentant des propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Leur efficacité
comme leurs principaux effets secondaires sont liés a leurs mécanismes d’action principal
qui est I’inhibition des cyclo-oxygénases, enzymes responsables de la synthése des

prostaglandines et du thromboxane. (Orliaguet et al,2013).

Les AINS ont également un role dans la capture des radicaux libres produits pendant

I’inflammation ce qui permet de réduire les phénomenes inflammatoire (Lefebvre, 2014).

1.3.1.1. Mode d’action
L’action principale des AINS passe par 1’inhibition des cyclo-oxygénases (COX), La

plupart des cellules, incluant les chondrocytes et synoviocytes, contiennent de 1’acide
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arachidonique, acide gras constitutif des phospholipides. Une fois libérée, 1’acide
arachidonique est oxydé par une cyclo-oxygénase en prostaglandines ou par une

lipoxygénase en leucotriénes.

Les AINS bloquent la conversion de I’acide arachidonique en prostaglandines
(figure4). Ils bloquent également la synthese de thromboxane A2 entrainant une diminution
de la production tissulaire des prostaglandines vasodilatatrices, pro-inflammatoires et

pyrogeénes (Lefebvre, 2014).

Phospholipides membranaires

Inhibition par les corticoides Qﬁ.@ Phospholipases A2

Acide arachidonique )
Voie des

Voie des
cyclooxygénases ) \ lipooxygénases
Inhibition

PG G2 par les AINS LT A4

Iz'nda;:zéroxidaseslv _ Radicaux |i A/ \

synthases PG stables (H,O LT B4 LT C4

oGE2 « °of? \ /

/ \ PGF2a LT E4 LT D4

Prostacyclines Thromboxane
(PGI2) A2

Figure 4 : Mécanisme d’action des AINS au sein de la cascade inflammatoire
(Lefebvre,2014)

1.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace
utilis¢é pour les maladies inflammatoires chronique tel que I’asthme, les maladies

inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immunes (Mouffouk, 2019).

1.3.2.1. Mode d’action

Les glucocorticoides ont, a I’image des AINS, une action inhibitrice de la synthése des
prostaglandines qui s’exerce spécifiquement sur la phospholipase A2, au début du
métabolisme de 1’acide arachidonique (figure5). Ils ont une action a la fois cytoplasmique et

génomique (Ibrahima, 2019).
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I — —————————————
1) Actions cellulaires (membranaires) 2) Actions transcriptionnelles
non génomiques activatrices (transactivation)

et inhibitrices (transrépression)
et actions post-transcriptionnelles
Corticoide Corticoide

S S
Mk—g/d_’-’_‘_\

Membrane cellulaire

— Ity i

Cytoplasme

b

Transcription en ARNm

«———— Promoteur du géne —> Noyau

Figure 5 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Sibilia, 2003).

1.3.3. Les anti-inflammatoires naturels

La phytothérapie est utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle. Le nombre
de composés phytochimiques présents dans les plantes médicinales est énorme, et leur
domaine d'activité est bien plus vaste (Barnes, 1998). Les plantes meédicinales et leurs
métabolites sont connues par leur activité anti-inflammatoire. Quelques exemples de plantes

douées d’activités anti-inflammatoires sont cités dans le tableau 2 :
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Tableau 2: Quelques plantes a effets anti-inflammatoire.
Plantes Parties utilisées Activités Références
Stabilisation de la
membrane
Catéchine, acide | d’érythrocytes en
Green Tea ) o (Ma et al., 2000).
gallique inhibant la
peroxydation
lipidique
Tripterygium ) Anti-inflammatoire
Racines (Chou, 1997).

wilfordii Hook F

et anti rhumatisme

Oxalis corniculata

Linn. (Oxalidaceae)

Plante entiére

Anti-oxydant et anti-

inflammatoire

(Sakat et al., 2010).

(Plumbaginaeceae)

inflammatoire

Cuminum
_ _ _ (Athamena et al.,
cyminum L. | Graines Anti-oxydant
o 2010).
(Apiaceées)
Cedrus  deodara ) ) Anti-inflammatoire | (Shinde et al.,
) Huile essentielle _ )
(Pinacea) et anti-rhumatisme 1999).
Plumbago Ulcéres, fievre, o
) ) ) ~ | (Raimi et Oyedapo,
zeylanica Racines antioxydant et anti-

2009).
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11.1. Généralités sur le stress oxydant
I1.1.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre le systéme pro-oxydants et
antioxydants. Ce qui implique I’apparition de diverses maladies : tel le cancer, les maladies

cardiovasculaire, maladie inflammatoire, et le processus du vieillissement. (Atamer,2008).

Les antioxydants sont des substances naturelles produites soit par 1’organisme ou bien

apportés par I’alimentation qui stop les dégats oxydatifs (Halliwell et al., 2008).

11.1.2. Antioxydants

Considérée comme antioxydant une molécule qui, étant présente en une faible
concentration par rapport a celle d’un substrat oxydable, retarde ou empéche
significativement I’oxydation de ce substrat. Cette définition peut étre élargie et le terme
"antioxydant" englobe ainsi toutes les substances qui protégent les systémes biologiques
contre les effets délétéres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation

excessive.

Afin de de combattre les effets toxiques des radicaux lors du stress oxydant qui est a
I’origine de la plupart des maladies. L organisme a recours aux antioxydants qui sont des

molécules naturellement produites par le corps (Halliwell et al, 2008).

11.1.3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des substances chimiques tres réactives comportant un nombre
impair d’¢lectrons. Ils causent un désordre dans la structure des protéines cellulaires, des
lipides membranaires et des acides nucléiques. Ces radicaux peuvent éventuellement
entrainer la mort cellulaire (apoptose) et des maladies telles que : les maladies cardiaques,
le cancer (Pincemail et al., 1999) et la maladie d'Alzheimer.

L’appellation especes réactives de 1’oxygéne (ERO) inclut les radicaux libres de
I’oxygéene (Anion super oxyde (02°-), radical hydroxyle (OH®-)) et certains dérivés oxydés
non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogene (H202) (Badeau 2006).Ces especes sont
formées de maniére continue dans 1’organisme sain, plus exactement par fuite d’électrons a

partir de la chaine respiratoire.
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11.2. Pro-oxydants

Le terme « antioxydant » fait partie de notre quotidien & travers notre alimentation. Il
est devenu un argument de vente pour la plupart des aliments et de compliments alimentaires.
D’apres les scientifiques les antioxydants permettent de prévenir de plusieurs maladies types
dyslipidémie, diabete (16).

Un antioxydant est une molécule ayant un pouvoir de ralentir et prévenir I’oxydation
des autres molécules. L’effet antioxydant est semblable de celui de I’activité anti-

inflammatoire.

11.2.1. Espéces Réactives de I’Oxygéne

Les Espéces Réactives de I’Oxygene (ERO) sont souvent associées aux radicaux libres
(Defraigne et al., 2018). Le terme de radical libre renvoie a n’importe quelle espéce capable
d’une existence indépendante (d’ou le terme de libre) contenant un ou plusieurs électrons
non appariés. Un électron non apparié est un électron qui occupe seul, une orbitale atomique
ou moléculaire. L’exemple le plus simple de radical libre est ’hydrogeéne qui posseéde un
seul électron non apparié sur sa couche orbitale externe. Ainsi, si les radicaux libres ne sont
pas forcément associés a des espéces dérivant de I’oxygene, la notion de réactivité n’est pas

forcément relative aux radicaux.

La forme stable de dioxygéne que nous connaissons, dite triplet, est un biradical libre
possédant deux eélectrons non appariés avec des spins paralléles. Sous cette forme, le
dioxygene est un puissant agent oxydant. Cependant, en vertu des regles de restriction de
spin de Wigner, et du fait de sa structure électronique, I’oxygeéne fondamental posséde une
forte inertie vis-a-vis des molécules biologiques, pour la plupart non radicalaires. Sa
réactivité est limitée aux molécules capables d’apporter un ou deux €lectrons non appariés,

et dont le spin est antiparalléle aux siens.

La réactivité des espéces chimiques qui dérivent de ce dioxygeéne est, elle aussi,
relative. En effet, I’anion super oxyde (O2") et le peroxyde d’hydrogéne (H202) sont tres
sélectifs dans leurs réactions avec les molécules biologiques et ne vont, par exemple,
interagir qu’avec quelques enzymes. Au contraire, le radical hydroxyle (- OH) réagit avec

toutes les molécules présentes a proximité.
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11.2.2. Sources des pro-oxydants

Il existe de nombreuses sources cellulaires d’ERO, localisées a divers endroits de la
cellule (Defraigne et al., 2018). Les trois sources principales sont les chaines de transport
d’¢lectrons des chloroplastes et mitochondries, et certaines enzymes comme les peroxydases

et oxydases.

11.2.2.1. Sources non-enzymatiques

Le chloroplaste est souvent considéré comme étant la principale source d’ERO chez
les organismes photosynthétiques (Defraigne et al., 2018). Le processus photosynthétique
est a ’origine de la formation directe d’102 et d’O2- et indirecte d’H202 (par dis mutation
de I’0O2-et d’-OH. Il y a encore peu de temps, le photosystéme | (PSI) était considéré comme
la source principale des ERO chloroplastiques. Dans des conditions physiologiques
normales, le flux d’¢électrons du PSI est dirigé vers le NADP qui est réduit en NADPH par
la ferrédoxine NADP réductase (FNR). Lors d’un stress (par exemple, une luminosité trop

importante), la chaine d’¢électrons peut se saturer.

Les mitochondries constituent une source importante d’ERO chez les plantes.
Néanmoins, chez ces dernieres, la part de la production d’ERO due aux mitochondries, est
variable en fonction de 1’organe considéré et des conditions du milieu (en particulier
I’ensoleillement). Ainsi, elles constituent la source principale d’ERO dans les cellules non-
chlorophylliennes, alors qu’elles ne représentent qu’une faible part dans les cellules
chlorophylliennes exposées a la lumiére. Les mitochondries des végétaux difféerent de leurs
homologues animales par une chaine de transport d’électrons différents, et des fonctions
supplémentaires comme la participation au cycle de la photo respiration. De plus, les
mitochondries des cellules photosynthétiques évoluent dans un environnement particulier,

riche en oxygeéne et en carbohydrates.

De méme, Les peroxysomes possedent une structure simple, une taille réduite et une
trés grande quantité de catalases. En raison de ces caractéristiques, les peroxysomes ont
longtemps été considérés comme des organites spécialisés dans la détoxication du peroxyde
d’hydrogene. Les peroxysomes sont en fait le siege d’une forte activit¢ métabolique tres
centrée sur le métabolisme oxydatif (Defraigne et al., 2018). Ils possedent de nombreux
systémes antioxydants et pro oxydants. Les deux principales sources d’ERO peroxysomales

sont la f-oxydation des acides gras et la photo respiration.
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11.2.2.2. Principale source enzymatique NADPH oxydase

En particulier celles associées aux macrophages, sont les principales sources d’ERO a
I’origine de cette flambée oxydative. Les NADPH oxydases (Nox) interviennent dans la
régulation de nombreux processus physiologiques fondamentaux tels que la croissance
cellulaire, la différenciation, I’apoptose et le remodelage du cytosquelette. L’utilisation de
diphényléneiodonium (DPI), un inhibiteur pharmacologique de la NOX, permis de mettre
en évidence son implication dans la flambée oxydative induite lors d’une infection par des

pathogénes.

11.3. Les anti-oxydants non enzymatique
11.3.1. Principale source non enzymatique
11.3.1.1. L’acide L ascorbique (ASC)

Est un des principaux acides faibles qui dans la cellule se dissocie en anion ascorbate.
L’ascorbate est essentiellement utilisé au niveau cellulaire comme un donneur d’¢lectrons.
Le premier produit de la réaction d’oxydation de I’ascorbate est le radical
monodéhydroascorbate. Du fait de son électron libre trés excentré, le MDHA n’est pas trés

réactif avec les autres molécules biologiques. (Nyathi et al.,2020).

11.3.1.2. Le glutathion

Est un thiol tres abondant se retrouvant de fagon ubiquitaire chez les plantes, les
animaux et les végetaux (Doukhi B et all.,2020). 11 est impliqué dans I’inactivation des
ERO, ainsi que dans la régénération de certains composés aux propriétés antioxydantes,
comme la vitamine E. Il posséde deux formes redox distinctes. La forme réduite (GSH) est
un tri peptide (y-Glu-Cys-Gly), stable, a fort pouvoir réducteur et trés soluble dans I’eau.
Toutes ces caractéristiques en font un donneur d’¢lectrons adéquat dans les réactions
physiologiques. L’oxydation du glutathion entraine la formation d’un pont disulfure entre

les cystéines de deux GSH. Cette forme oxydée du glutathion est appelée GSSG.

11.3.1.3. Lavitamine E

Comme la vitamine C, est un antioxydant tres efficace du fait de sa faible propension
a étre un donneur d’¢lectrons. Elle agit principalement par le transfert direct d’atomes
d’hydrogéne (Lopez G Vet all., 2010) Cet antioxydant est considéré comme étant le plus
important chez les animaux et les humains. Toutefois, 1’a-tocophérol est un piégeur
d’oxygene singulet et de radical hydroxyle. C’est 1’antioxydant le plus important dans la

prévention de la peroxydation des lipides membranaires. Par ailleurs, il peut réduire les
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peroxydes lipidiques et bloquer la réaction en chaine de peroxydation lipidique s’initiant
apres la peroxydation d’acides gras polyinsaturés. La vitamine E est donc un antioxydant clé
dans la protection de I’intégrit¢ des membranes. Il protége également les pigments
photosynthétiques, participant ainsi a la protection de 1’appareil photosynthétique chez les

plantes.

11.3.1.4. Les polyphénols

L’efficacité antioxydante des poly phénols est essentiellement due a la facilité avec
laquelle un atome d’hydrogéne d’un groupe hydroxyle aromatique est cédé a un radical libre
(Duthie et al., 2003). Les polyphénols sont classés en deux groupes : les composes
flavonoides et les composés non flavonoides. Les composés flavonoides sont regroupés en

diverses familles flavonols,flavanols, flavones, isoflavones, flavanones et anthocyanes.

Les non flavonoides sont divisés en acides phénols et dérivés, lignanes et stilbenes
(Stevensen et al., 2007).

11.3.1.5. Les flavonoides

Les flavonoides préviennent I’oxydation des lipides et I’athérosclérose.
Flavonoides (OH) + R° Flavonoides (O°) +RH

Ils agissent principalement comme piégeurs de radicaux libres tels que le DPPH, les
peroxyde et le peroxynitrite, ou encore comme chélateurs de métaux (Nijveldt et al., 2001)

11.3.1.6. Tannins
Les tannins sont révélés tres efficaces pour réduire les ions métalliques et empécher la
peroxydation des lipides dans les microsomes et les mitochondries du foie. lls sont

également dotés d’une activité scavenger du radical DPPH® et de 1’anion super oxyde

(Okuda 2005).

Les polyphénols sont capables de piéger des espéces radicalaires et de chelater les
métaux de transition comme le fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les oxydations.
Ils sont cependant présents en faible concentration dans le plasma et sont principalement
retrouves sous forme conjuguée et donc n’ont probablement que des effets indirects in vivo.
Il parait néanmoins que les polyphénols interagissent avec des cibles protéiques (enzymes,

signalisation intracellulaire, récepteurs nucléaires...), ce qui leur assure des effets anti
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thermogeniques, anti-inflammatoires, anti thrombotiques, anti cancérigenes (Stevenson et
al,. 2007).

11.3.1.7. Les caroténoides

Sont des pigments vegétaux lipophiles formant une famille de plus de 600 molécules
(Sylvestre Koffi Tanoh et al., 2019). lIs jouent le réle de pigments accessoires de I’antenne
collectrice des photosystemes. En dehors de cette implication dans le processus
photosynthétique, les caroténoides associés au PSII ou a I’antenne collectrice, participent a
la protection de 1’appareil photosynthétique contre les ERO. En effet, ces pigments
possedent la capacité de capter 1’énergie de la chlorophylle triplet ou de I’oxygene singlet,
ce qui les convertit en état triplet. La capacité de transfert d’énergie des caroténoides vers le
dioxygene étant faible, ces pigments retrouvent leurs états initiaux en perdant leurs énergies

sous forme de chaleur.

11.3.2. Principaux anti-oxydants enzymatiques

En plus des différentes molécules anti oxydantes, les cellules possedent de nombreuses
voies de dégradation enzymatique des ERO. Certaines enzymes n’utilisent pas de co-substrat
pour réduire les ERO. Au contraire, d’autres utilisent plusieurs co-substrats dont certains

antioxydants que nous venons de voir (ASC, GSH).

11.3.2.1. Les super oxyde dismutases (EC 1.15.1.1)

Sont des metallo-enzymes se retrouvant dans I’ensemble du monde du vivant, mis a
part dans quelgues microorganismes. Les plantes possedent trois types de SOD contenant
des groupements prosthétiques renfermant des métaux différents : du fer (FeSOD), du

manganese (MnSOD) ou du cuivre et du zinc (CuZnSOD).

11.3.2.2. Les catalases (EC 1.11.1.6)

Sont des enzymes majoritairement paroxysmales catalysant la dis mutation du
peroxyde d'hydrogene (Arora et al., 2002). Elles sont formées de quatrechaines
polypeptidiques d’environ 500 acides aminés, comportant chacune un groupe hémique
comprenant un atome de fer. Pour catalyser la réaction, I’atome de fer réalise une coupure
hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogéne, créant de ce fait une molécule

d’eau et un groupement Fe(1V)=0 hautement oxydant.
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11.3.2.3. Les peroxydases (POX) (EC 1.11.1 .x)

Sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques catalysant la réduction
d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs d’électrons. Pour
la majorité de ces enzymes, le substrat optimal est le peroxyde d’hydrogéne, mais elles

peuvent facilement réduire des hydro peroxydes organiques ou des peroxydes lipidiques.
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Plantes a potentiels antioxydant et anti-inflammatoire

I11.1. Les plantes a potentiels antioxydant et anti-inflammatoire

plantes on cite quelques exemples dans le tableau 3 :

IIs existent plusieurs plantes a potentiels antioxydant et anti-inflammatoire, parmi ces

Tableau 3: Plantes a potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.

Activité
antioxydan
Taux des polyphénols ts in vitro REF
(1C50 ou
%)
Plantes Extrait
Inhibition Trait )
. raitements
Polyphénols Flavonoide | du Radical | Dénaturatio
totaux s (mg DPPH ou n des
(mg GAE/Q) QE/g) du radical protéines
NO
Paronychia
argentea peut
servir comme
un traitement
. Adueux 769237 (Adjaj
Paronchia 194,19 +8,6 53 +- g/mL naturel )
_ 525,79+0,79 H _ Moufida
argentia Méthanol 2 0,03ug/mL antioxydant et 2018).
29+ 4 ug/mL | antiinflammat
oire pour la
colite
ulcéreuse.
Efficace dans
1C50 de le soin des
Aqueux 0.170 £ aphtes, le (Trabsa
Sedum sediform Treés élevé Trés élevé | 0.001 mg/ml Nd traitement des Hayat
Méthanol et 0.063 + brulures, la 2018).
0.005 mg/mi prévention des
hémorragie.
: : Aqueux nd nd 50-75 ug/mL | >100 pg/mL oo | (Moualek,
Allium  sativum H # Activité anti- | etal
) ) ., eta
(Bulbes) Méthanol nd nd >100 ug/mL | 100 pg/mL infectieuse. 2016).
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Tonique
Arbutus unedo : :
7.95+0.28 digestif et :
Aqueux 207 + 15 13+0.09 300 pg/mL 1 | (Medjour,
(Feuilles) ug/mL antispasmodiq w., etal
ue intestinal. 2017)
Efficace dans
41,88 +1,91 le traitement
© | Ehanol | pig65.900, | ¢ 24.79+1.03 (Lebouazid.
Myrtus nivelleiest EAG/MA MS Hg EQ/mg - de ¢ al 2021)
m m ,eta
70% g g MS) HO I’insuffisance
respiratoire.
Le traitement
du (BOUDJOU
] 123.80 + Pourcentage . ]
bunium ] 76.79 £ 9.039 un IC50 de o disfonctionne REF,
o méthanol 1.99 ?7¢g d'inhibition
mauritanicum ?g EAG/mg 19.36 mg/ml ment Mourad.
EQ/mg de 40.11% .
thyroidien 2020).
(hypothyroidi.
Stimulation du
. flux sanguin.
74.75+0,0let | 18,37+ 0,014 | (CI50=131,1
o Lutte contre le | (Kherbache
Artemisia 88.61+ 217,75+ 9+ .
. Agueux / paludisme et , abdellah
campestris 0,22mg EAG/ | 0,01mg EQ/ | 18,81pg/mL) .
certaines 2018).
J J ' formes de
cancer.
IC50 de
28,30 £ 3,45
pg/ml et 76 % et 75 % | Traitement des | (Habouche,
aqueux . . . \ .
Anacyclus (E.AG) Riche Riche 68,98 + 1,64 | respectiveme problémes H.Mimoune
clavatus pg/mi nt. digestifs ,52019).
respectiveme
nt.
IC50 de 67.038 +
19,65+9,10 99.861 + 1.36, 58.038
Matricaria Ethanol 120,65+9,10 H Stress, (Aiteur, K.,
gEAG/mg 2.364 Est + 2.551et )
pubescens 70% geEAG/mg MS I’anxiété et al 2017).
0 MS 16.415 + 72435+
2.461 1.022.
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Soulagement (Bysani
] 33,86+0,297m | 2,.60+0,046 Efficacité des différents | Jagannatha
Nigella sativa L méthanol o . )
gEAG/g mgEQ/g inhibitrice problémes de | Divya., et al
peau. 2019).
Mucuna pruriens | AAQUeUX ; . 50-75 pg/mL | S04gMMI | Traitement de | (Giséle,E.G
. n n , .
(Feuilles Méthanol 50-75 ug/mL 75 uglmL I’anémie ay,P.2018).
‘Bouchebah
2570 mg . .
Phragmanthera Agueux EAAJG ES) nd nd 0,049 mg/ml | Hypertension | ,souhila.201
capitata 5).
ces extraits
possedent un
pouVoir L’effet anti (Anoop, M.
Inula viscosa Aqueux Tres elevé Trés élevé ] Nd V. etal
reducteur hypertenseur 2015).
(feuillles) (Fe2+, Mo
V)
Syzygium (Varghese,
zeylanicum Aqueux 40.41 nd 50 mg/ml 250mg/ml Nd C.,etal
(Feuilles) 2013).
Eurycoma Govinda
y. ] Ethanol 100-250 ( PP
longifolia nd nd nd Nd a, M, etal
] 70% ug/mL
(racines) 2011).
769+37 ;
. Govinda
Severina Aqueux 0,63+0,05 5,95+0,10 9419 ug/MI gL Traiter la ( pp
# _ a, M., etal
buxifolia methanol |1 924009 | 13,36£0,34 | 17+3ug/mL malaria 2011)
29+4 pg/mL :
Crotalaria Aqueux nd 59,43% (Ehsan, O.,
] 266.54 + 16 0,02 mg/ml Nd
pallida (0.1ml ext) et al 2011).
Wedelia trilobata
Expulser le
Leaf 87.14% placenta. (Alhakmani
Ethanol (0,2mg/ml) Calmer les ,F.,etal
Stem 9.41+0.03 nd 86.17%. douleurs de 2013)
70% 0.1mg/mi) 86.76% regles
,Img/m .
Flower 6.710.07 nd g (0.1mg/mi)
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4.88+0.07 nd 82.64% 61.63%
(0,2mg/ml) (0,2mg/ml
55.41%
(0,1mg/ml)
Jatropha curcas 6.8+2.71
pg/mi
Moualek,
Leaf Methanol8 Probléme de (
0o 38.8+2.14 1.4+0.12 > 200 pg/ml I, etal
0 eau

Stem P 2016).

6.1+0.16 0.1+£0.01 57.948.13
Root pg/ml

8.0+0.15 1.1+0.10
flowers nd Calculs rénaux | (Dieu-Hien

Ethanol
of Moringa 0o 19.31+1.79 >200 pg/ml =100 douleurs Truong., et
0

oleifera articulaire . al 2019).

I11.2. Cas de la verveine (Verbena officinalis)

La verveine « Verbena officinalis » une appelation qui a été attribué au premier siécle
apres J-C. originaire de I’Amérique du sud spontanés en Afrique du nord, la chine et au

japon. Cultive au printemps et méme en automne nécessite des sols drainé et ensoleillés.

C’est une plante verte vivace, annuelle peut atteindre 2m de hauteur, un peu poilue
scabridule a racine fusiforme, ainsi aux tiges velues, canaliculéses alternativement sur deux
faces opposées, les feuilles sont opposées, celles du bas sont pétiolées, ovales ou oblongues

en coin, incisés-dentées. (Achiri et al., 2018).

Les botanistes révélent une varieté de noms y compris « Aloysia triphylla » illustré

dans le tableau 4 :
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Tableau 4: Classification botanique la verveine (verbena officinalis).

Regne Plantea
Super-division Embryonphyta
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Superordre Asteranae
Famille Verbenaceae
Genre Verbena
Espece Verbena officinalis

Depuis des siecles, la verveine fut un reméde universel une plante magique selon les
romains en raison de propriétés importantes qui sont une source inépuisable des composés
bioactifs tels que les composes phénolique et antioxydants naturels qui peuvent étre exploités

dans I’industrie pharmaceutiques (Achira et al., 2018).
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Chapitre IV Matériels et méthodes

Le travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique de biochimie (FSNV) de
I’université Abderrahmane-Mira de Bejaia. Le but et d’évaluer les potentiels antioxydants et
anti-inflammatoire des extraits aqueux des feuilles de Verena officinals acheté chez un

herboriste de la ville de Bejaia.

IV.1. Obtention des extraits aqueux de Verbena officinalis

Une fois récupérees, les feuilles de Verveine officinale (figure 6) ont été mis a sécher
dans une étuve aérée réglée a 40°C pendant 24h afin d’¢éliminer tout trace d’eau résiduelle,
puis broyer pour avoir une poudre plus ou moins fine et homogéne. La poudre ainsi préparée

est ensuite conservée dans un bocal hermétiquement fermé a 1’abri de la lumiére j’jusqu’a

utilisation.

- -
»
r

Figure 6 : Photographie des feuilles de verbena officinalis sec (originale).

L’extraction a été réalisée a I’eau par méthode de décoction. On mélange la poudre de
plante avec un volume d’eau préalablement chauffée a raison d’un rapport m/V, avec un
rapport 12/100 pour (extraction E1) et 24/100 pour (extraction E2), Les suspensions sont
ensuite portés a ébullition, sur une plaque chauffante réglée a 100 °C pendant 10 mn, 20 mn
et 30mn. Les extraits ainsi obtenus sont laissés refroidir puis sont filtrés sur papier filtre
wattman a porosités fines. 6 extraits aqueux sont ainsi obtenus El1o, E1l20, E130, E210, E220
et E230.
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IVV.2. Dosage des polyphénols
IV.2.1. Principe de la méthode

La teneur en composés phénoliques des extraits des feuilles de la verveine Verbena
officinalis est déterminée selon la méthode de Kannat., et al (2007). Cette méthode est basée
sur la réduction en milieux alcalin du mélange phophotungstique (WO042- )
phosphomolybdique (MoO4 2- ) de réactif de folin par les groupements oxydables des
composes phénoliques, conduisant & la formation de produits de couleur bleue. Ces derniers
présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont ’intensité est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon.

IV.2.2. Mode opératoire

Pratiquement, pour un volume de 0.1 ml de la solution d’extrait, 0.5 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu (10%) sont ajoutés. Aprés 4 min, 0.4 ml de la solution de carbonate de
sodium (7.5%) sont additionnés. Apres agitation, le mélange est incubé a température
ambiante et a I’obscurité pendant 90 min et la DO est mesuré a 765 nm. L’acide gallique (0O-
120 pg/ml) est le standard utilisé pour établir la droite d’étalonnage a partir de laquelle la
concentration des polyphénols totaux de I’extrait est calculée. Les résultats sont exprimés en
microgramme d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EqAG/mg

d’extrait).

IVV.3. Dosage des flavonoides

IVV.3.1. Principe de la méthode

Le dosage des flavonoides a été effectué selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996). Les flavonoides forment des complexes jaunatres aprés chélation
des métaux (Fe+2, Al+2). Ces métaux perdent ensuite deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique. La couleur jaune produite posséde une
absorbance maximale & 430 nm, I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité

des polyphénols présents dans 1’extrait.

IV.3.2. Mode opératoire
A température ambiante, 1 ml de la solution d’extrait est ajouté a 1ml de la solution
d’AlICI3 (2%). Aprés 10 min d’incubation a température ambiante et a 1’obscurité,

I’absorbance est lue a 430 nm. La quercétine (0-100 pg/ml) est le standard utilisé pour établir
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la droite d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des flavonoides totaux des extraits
est calculée. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

IV.4. Evaluation de P’activité anti-radicalaire par le test DPPH
IV.4.1. Principe

En prenant des mesures de la diminution de I’absorbance a 517nm provoqué par la
présence de I’extrait. Le DPPH est initialement violet, lorsqu’il lie un proton, il se décolore.
Cette décoloration nous révele sa capacité a piéger les radicaux libres indépendamment de

toute activité enzymatique (Helbaoui, 2007).

Le test est répété 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition

selon la loi suivante :

IV.4.2. Mode opératoire

1, 3 ml d’une solution du DPPH (2mg solubilisé dans 50ml éthanol) sont melanger a
différents volumes d’extraits (15ul a 100ul), le volume est complété a 1,2ml avec de 1’eau
distillée. On laisse incuber pendant quelques minutes a 1’abri de la lumiére puis on mesure

la DO a 517nm. L’essai est réalisé en triplicata.

Le pourcentage de ’activité SCA venger du radical DPPH est calculé selon la formule

suivante :

1%= [(Abs contrdle — Abs test) / Abs contréle] x 100

IV.5. Mesure du Pouvoir réducteur
IV.5.1. Principe

Le pouvoir réducteur est un mécanisme important pour examiner ’activité anti-
oxydante des composés phénoliques. Cette méthode est basée essentiellement sur la
réduction du fer ferrique Fe3+ présent dans le complexe de ferricyanure (FeCI3/K3Fe(CN)6)
en fer ferreux (Fe2+) (Wojdylo et al., 2007).

IVV.5.2. Mode opératoire
Le pouvoir réducteur des extraits a été évalué selon la méthode de Oyaizu, (1986) avec
quelques modifications. 1ml de I'extrait de plante a été mélangé a 1ml de potassium
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hexacyanoferrate (1%, w) et 1 ml de tampon phosphate (0,2 M a pH 6,6) puis incubés a 50°C
pendant 20 minutes. 1ml de TCA (10%) ont été immeédiatement ajoute et le mélange a été
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Un volume de 1.5 ml de surnageant a été ensuite
mélangé avec 1.5 ml d'eau distillé et 150l de FeCI3 (0.1%). Le mélange a été agité au vortex

et I'absorbance a été enregistrée a 700 nm.

IV.6. Evaluation du potentiel anti-inflammatoire in vitro

IV.6.1. Extraction de I’ovalbumine

L’extraction de d’ovalbumine a été réalisée suivant le protocole de Glwadys et
Lionnel (2001). Aprés lavage et nettoyage des ceufs (frais) achetés dans le commerce, les
ceufs sont cassés avec précaution et le blanc est ainsi récupéré dans un bécher qui se trouve
dans un bain de glace ; en s’assurant d’enlever les chalazes, la mesure du pH de 1’album se

fait immeédiatement a 1’aide d’un pH metre (HANNA instrument pH211 Micro processor).

Le volume de blanc d’ceuf a été mesuré a I’aide d’une éprouvette son pH 7,9 a été
ajusté¢ avec de I’eau distillé. Une douce agitation pendant 10 min est effectuée sur
I’échantillon, on homogénéise sous agitation magnétique, puis on réalise une filtration sur
bande a gaz et on termine par une centrifugation a 2000rpm pendant 20 min dans une
centrifugeuse réfrigérée (4 °C).

IV.7. Mise au point du test de dénaturation thermique de ’ovalbumine
IV.7.1. Traitement thermique de la solution d’ovalbumine partiellement
purifiée

Différents barémes du traitement thermiques des protéines du blanc d’ceuf constituées
majoritairement d’ovalbumine ont été réalisées. Les différents barémes sont indiqués dans

le tableau 5 :
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Tableau 5: Tableau représente les différents baremes du traitement thermiques du blanc

d’ceuf
Température (c°) Temps (10min) Temps (20min) Temps (30min)
T1 T1 T1
56° T2 T2 T2
T3 T3 T3
T4 T4 T4
60° T5 T5 T5
T6 T6 T6
T7 T7 T7
75° T8 T8 T8
T9 T9 T9
T10 T10 T10
80° T11 T11 T11
T12 T12 T12
T13 T13 T13
83° T14 T14 T14
T15 T15 T15
T16 T16 T16
85° T17 T17 T17
T18 T18 T18
T19 T19 T19
90° T20 T20 T20
T21 T21 T21

Aprés traitement thermique dans un bain marie thermostat (Mamert) sous agitation
continue, les tubes contenant 6ml du blanc d’ceuf dilué a 1/10, 1/20,1/30 avec 1’eau distillée,
pH 7,9 sont immédiatement plongés dans un bain de glace pendant 1 min afin d’arréter le

processus de dénaturation.

Les analyses citées ci-dessous sont réalisés pour chaque tube. Les mesures de
turbidités sont réalisées immédiatement apres le traitement et aprés 24h de conservation a
froid 4C°
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IVV.7.2. Estimation de taux de dénaturation thermique des protéines

Elle consiste a mesurer la transmittance a 650 nm du blanc d’ceuf traité et non
traité, dans le but de mener la turbidité & zéro qui correspond & une transmittance de 100%.
(Van der planckien et al., 2006).

IV.8. Evaluation de D’effet d’extrait aqueux sur la stabilité thermique de

I’ovalbumine
L’objectif de ce test est bien de déterminer si 1’extrait aqueux de la verveine officinale
obtenu par décoction a un pouvoir inhibiteur ou stimulateur de la dénaturation thermique de

I’ovalbumine.

Trois dilutions différentes des 6 extraits E1 et E2 ont été testés : 1/10, 1/20,1/30. Le

résultat le plus satisfaisant a été obtenu pour la dilution 1/20.

5ml de solution d’ovalbumine diluée au 1/20 sont mélangés a différents volume
d’extrait aqueux de la verveine (100 pl —500ul) et le volume total est ajusté a 5,5ml avec de
I’eau distillée. On a laissé incuber dans un bain marie a une température de 85C°durant 30

min puis on mesure la turbidité a 660nm.

IVV.9. Analyse statistique

Toutes les expérimentations (turbidité, densité, dosages des polyphénols totaux,
flavonoides, pouvoir réducteur et solubilité et des complexes protéines polyphénols) réalisés
dans le présent travail ont été répétés trois fois, les moyennes sont ensuite calculées par la
fonction statistique d’EXCEL de Ms office 97.
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V.1. Taux d’extraction

La préparation de 1’extrait, a partir de la verveine officinale, a été réalisée a I’eau
distillée par méthode de décoction en utilisant 1’eau en utilisant deux rapports m/v et en
appliquant 3 temps de contact entre la matrice végétale et le solvant (eau). 6 extraits aqueux

ont été obtenus avec des rendements qui varient de 6 a 36%.

Tableau 6: Taux d’extraction

Extraits Elio El20 Elso E210 E220 E230
Rapport m/v en g/ml 12 12 12 24 24 24
Temps de contact a 100°C
10 20 30 10 20 30
(Mn)
Rendement en % 6,06%, | 9,09% | 18,18% | 12,12%, | 18,18% | 36,36%

Selon les résultats obtenus, on déduit que les rendements obtenus sont affectés aussi
bien par le temps de contact entre la matrice végétale et le solvant ainsi que par le rapport

masse de la poudre végeétale/ volume du solvant.

De plus Plusieurs études ont démontré que les extraits de verveine officinale dans le
solvant éthanoique sont plus riches en composés phénoliques et présentent des activités
antioxydants plus fortes que les extraits aqueux c’est a dire ces derniers sont moins puissant

(Hanane Fallen et al.,2021).

V.2. Taux des polyphénols et flavonoides

Les polyphénols et les flavonoides constituent une classe principale des antioxydants
présents dans les plantes et sont généralement quantifiés par la méthode colorimétrique celle
de Folin-Ciocalteu pour les polyphénols et celle au chlorure d’aluminium pour les
flavonoides (Kanatt et al., 2007).

), les taux des polyphénols dans les extraits aqueux de la verveine exprimés en pg Eq AG/ml
d’extrait ou par gramme de matiére séche ont été calculés en se référant a la courbe
d’¢étalonnage réalisée avec ’acide gallique (annexe 03) et les taux de flavonoides exprimés
en ug EAq. /ml d’extrait ou par gramme de maticre seche ont été calculés en se référant a la
courbe d’étalonnage réalisée avec la quercetine (annexe 03), Les résultats obtenus sont

indiqués dans le Tableau 10
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La teneur en composés phénolique montre que 1’extrait aqueux de Verbena officinalis
contient entre 1,70-6,23 mg EqAG/g d’extrait sec, teneurs légérement supérieures a celles
obtenues par Stocker et al., (2004) en utilisant la macération comme méthode et le méthanol
comme solvant d’extraction (600mg/100g d’extrait), cette déférence est due a la nature de

solvant utilisé, et/ou la méthode d’extraction et peut étre méme a 1’origine de la plante.

Tableau 7: Teneurs des polyphénols et des flavonoides dans I’extrait aqueux de Verbena

officinalis.
Extraits Eliomn Eloomn Elzomn E210mn E220mn E230mn
EqQ/ml
HO ‘ a 6.15 22.56 23.58 27.17 31.28 31.79
d’extrait
ug EqQ/g de

L 51.25 188 196.5 113.20 130.33 132.45
matiére seche

Mg Eq AG/mi
204.5 398.1 591.6 785.16 978.7 1494.5
d’extrait

ug Eq AG/g de

matiére séche

1704 3317.5 4930 3271.15 | 4077.9 6227

Taux de PolyphénolsTaux de Flavonoides

Lors du dosage des flavonoides, aprés 1’addition d’AlCI3 et apres incubation une
couleur jaunatre est obtenue dont I’intensité est proportionnelle a la concentration de 1’extrait
de la plante, ce qui confirment la présence des flavonoides dans I’extrait des feuilles de

Verbena officinalis.

La teneur en flavonoides (tableau 10) montre que I’extrait aqueux des feuilles de
Verbena officinalis contient environ de 51.25 a 132.45 pg EqQ/g de matiere séche. Les
feuilles de Verbena officinalis d>  Algérie sont riches en flavonoides. Toutefois, reste
largement inférieur a celui rapporté par Ben ammar et al., (2007) pour I’extrait aqueux des

feuilles de R. alternus de Tunisie.

38



Chapitre V Résultats et discussions

V.3. Activité antioxydant
V.3.1. Activité anti-radicalaire

L’extrait aqueux de Verena officinalis présente une activité anti-radicalaire contre le
radical DPPH dépendante de la concentration de I’extrait, par une dégradation de couleur
violette de la solution DPPH. Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des extraits
de Verbenaofficinalis en tant qu’antioxydants (Morel et al., 2018). La méthode utilisée pour

mesure une activité antioxydant est celle du piégeage des radicaux libres a I’aide du test

DDPH (1,1 -diphényle-2-picrylhydrazyle). (Majhenic et al., 2007).

Les résultats nous démontrent I’augmentation du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait. (Figure 10)

30
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40

30

20

Activité scavenger du DPPH %
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15 30 45 50 75 100

Concentration de 'extrait en pl/ml

Figure 7 : Taux d’inhibition du radical DPPH de I’extrait aqueux EI20 de « Verbena

officinalis » a différentes concentrations.

Les résultats du pouvoir antioxydant de I’extrait montre que le pouvoir anti-
radicalaire augmente avec I’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition de

I’extraits de verveine est supérieur a 60% pour un volume de 100ul d’extrait.
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L’efficacité de I’extrait aqueux de la verveine a piéger le radical DPPH a ét¢ évaluée
par I’IC50 Qui dans notre cas a été trouvé égale a 75ul d’extrait qui correspond a 27,86 g
EqQ/ml.

L’efficacité anti radicalaire anti DPPH a aussi été testée pour un flavonoide pur, la
quercetine et un polyphénol simple pur, I’acide gallique. Les résultats obtenus sont indiqués
en annexe et montre que les IC50 pour ces deux polyphénols sont respectivement 43 et 40
pg/ml ; ces résultats indiquent que ’extrait de verveine posséde une efficacité proche de

celle des deux molécules pures.

Il a été prouvé que les molécules antioxydants telles que flavonoide, tannin etc.
Réduisent et décolorent le DDPPH en raison de leurs capacités a céder 1’hydrogene (De

Pooter et al.,1986).

V.3.2. Le pouvoir réducteur
Le test du pouvoir réducteur peut étre décrit comme un test basé sur le transfert
d'électrons qui mesure les réducteurs (antioxydants) présents dans un échantillon sur la base

d'une réaction d'oxydoréduction spectrophotométrique. (Huang et al., 2005)

Apres I’addition de chlorure ferrique, une couleur bleue est obtenue dont I’intensité
varie en fonction de la concentration de 1’extrait de la plante, ce qui confirme les propriétés
réductrices de la plante, et ceci par la réeduction des ions Fe3+ /complexe de ferricyanure a

la forme ferreuse (Fe2+) et ce pouvoir étant en fonction de la concentration d’extrait.

La figure 11 indique les résultats du pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de Verbena

officinalis pour deux volumes V1=1ml et V2=0,5ml.
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a 1,74
& 1,58
s 1,55
s 1,4
=2
- 1,2 1,1
3 1 1 1 1 1,02 4 1
g 1 0,87
S 0,8
s
< 0,6
0,4
0,2
0

E110mn EL120mn EL130mn E210mn E220mn E230mn

Les extraits aqueux des feuilles de verveine

Figure 8 : Pouvoir réducteur des extraits aqueux des feuilles de verveine V1= 1ml (bleu)
et V2 = 0,500ml (orange)

Selon les résultats obtenus, On remarque que le pouvoir réducteur des extraits pour
un volume de 1ml est légerement meilleur pour I’extraction réalisé avec un rapport m/v de
0,12g/ml (ELl10mn, El20mn, El3omn) par rapport a I’extraction réalisé avec un rapport m/v de
0,24g/ml (E210mn, E220mn, E230mn). Alors que pour V2= 0,500ml, aucune différence n’a été

observée. Cette augmentation est Iégérement significative a partir de 1.55 jusqu’a 1.74.

Les feuilles de verveine (Verbena officinalis) ont montré un potentiel réducteur de
60100 (ug Eq/ 100mg de matiére séche. On constate que les résultats obtenus sont supérieurs

a ceux rapporté par atmani et al. (2009).

Ce mécanisme de réduction est souvent un indicateur d’activités des donneurs
d’¢électron qui jouent un rdle clé dans 1’activité antioxydant des polyphénols (Yang et al.,
2009). En effet, plusieurs études ont suggéré que la capacité réductrice des composés
phénoliques est proportionnelle au nombre et a la position des groupements OH et que celle-
ci augmente lorsque deux groupements OH sont orientés en position ortho ou para (Gardeli
et al., 2008).

La teneur en flavonoide et polyphénols extraite dans 1’eau est moins importante en
comparaison avec une extraction éthanoique. Par ailleurs, la nature du solvant détermine le

type de molécules extraites (Green, 2004 ; Barchan et al., 2014). Pour cela certaines études
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utilisent un mélange entre différents solvants avec des rapports variables pour une meilleure

extraction des composeés phénoliques (Trabelsi et al., 2010 ; Falleh et al.,2011).

Plusieurs études ont démontré que les extraits éthanoiques sont plus riches en
composés phénolique et présentent des activités antioxydants plus fortes que les extraits
aqueux c’est a dire ces derniers sont moins puissant (Hanane Fallen et al., 2021). Dans ce
contexte, I’étude réalisée par Altun et al. (2013) a montré que le méthanol est le meilleur
solvant pour extraire les polyphénols de verbenaofficinalis en comparaison avec 1’eau

distillée par I’extraction en décoction.

Cependant, il y a une corrélation positivement entre les polyphénols, les flavonoides
totaux, et la capacité de stabiliser le radical de DPPH et réduire le faire d’extrait méthanoique
de la verveine, Par contre, I’extrait aqueux présente une capacité¢ importante de réduire le

cuivre et de chélate les ions ferreux selon 1’étude ramené par (Oueslati, 2013).

Ce qui signifier que chaque activité antioxydant ne dépend pas seulement de la teneur

en polyphénols mais aussi de la structure et de I’interaction entre certains composés.

De plus I’étude de (Funes et al.,2018) Met en évidence une corrélation entre
I’activité antioxydant de I’extrait de verveine et la concentration en verbascoside (composé
bioactif majeur de 1’extrait).il présente une activité anti-inflammatoire par inhibition de la 5-

lipoxygeénase et inhibition de la cyclo-oxygénase Cox2(Sahpaz et al.,2002).

V.4. Potentiel anti-inflammatoire in vitro

V.4.1. Effet du traitement thermique sur les protéines du blanc d’ceuf
Le suivie de la dénaturation thermique de I’ovalbumine partiellement purifiée a été
effectué par mesure de la turbidité a 650 nm pour des échantillons du blanc d’ceuf dilué a

1/20 et traiter a different températures pendant 10, 20 et 30 mn.

Les résultats de 1’évolution des moyennes des transmittance T (%) en fonction de
temps (10 min 20 min 40 min) effectué immédiatement apres traitement thermique a
différentes températures croissantes allant de 56 C° a 90 C° (figure 12) montrent deux

phases :
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Figure 9 : Effets du traitement thermique de 3,10 et 20 Minutes sur la turbidité des
solutions du blanc d’ceuf (dilution a 1/20, avec I’eau distillé mesuré et réalisée

immédiatement apres traitement thermique.

— Phase stationnaire 1 (70-90 °C) : La transmittance est stable en fonction de la

température et est inférieur a 80 % c’est la phase de dénaturation des protéines.

— Phase descendante 2 (56-70°C) : il s’agit de la phase de transition entre 1’étape de

dénaturation et I’étape d’agrégation, la transmittance est pratiquement égale a 100%

D’autre part, 1’évolution du pourcentage de la transmittance mesurée apres le
traitement thermique en fonction du temps est significative et que le trouble est moins
important a 10 min qu’a 20 et 30 min respectivement. Alors en prolongeant le traitement
thermique, le trouble apparait rapidement (a plus faible température). Le trouble apparait a
partir de 59°C a 40 min. Alors qu’al0 et 20 min, il apparait a 68°C et a 70°C respectivement.
Ce qui dénote une augmentation de la vitesse de transition entre la dénaturation et

I’agrégation des protéines en fonction du temps de traitement thermique.

Ces résultats nous ont permis de définir pour 1’essai de I’effet des extraits du la
stabilité thermique des protéines du blanc d’ceuf, la température de dénaturation a 80°C et le
temps de traitement a 30min pour obtenir un trouble mesurable et significatif (transmittance

inférieur & 90%)
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V.4.2. Evaluation de D’effet de ’extrait de verveine officinale sur la stabilité

thermique de ’ovalbumine

L’effet de I’extrait aqueux de verveine sur les protéines de 1’ceuf traitées pendant
30mn a 80°C a été teste pour différents concentrations. Deux phénomenes ont été observes :

I-A fortes concentrations (extraits non dilué), une précipitation des protéines du blanc
de I’ceuf visible a I’eil nu qu’on pense di a I’interaction des protéines avec les tanins
potentiellement présents a forte concentration dans I’extrait de la plante. Les tanins sont des
métabolites secondaires phénoliques qui ont comme propriété de précipiter les protéines et
qui sont solubles dans 1’eau (Hagerman, 2002).

A faibles concentrations (extraits dilués au 1/20), un effet inhibiteur de la
dénaturation thermique des protéines du blanc d’ceuf est détecté par la diminution de la
turbidité a 660nm. Le résultat des taux d’inhibition sont représentés dans le tableau 11, Les
taux d’inhibition pour les extraits testés correspond environs a 100 d’extrait diluer a 1/20
pour les 4 extraits la différence est peu significative, Les taux d’inhibition sont
proportionnels aux concentrations des extraits et varient de 59,2% pour 100ul d’extrait dilué
a 89,9% pour 500ul d’extrait dilué.

Les extractions en fonction du temps pour un méme rapport m/v donnent des résultats
semblables, c’est-a-dire que pour les rapports R1 et R2, les deux extractions a 10min ou 30
donnent des taux d’inhibition quasiment semblables (tableau 11).

Les extractions en fonction du temps pour un méme rapport m/v donnent des résultats
semblables, c’est-a-dire que pour les rapports R1 et R2, les deux extractions & 10min ou 30
donnent des taux d’inhibition quasiment semblables (tableau 11).

Tableau 8: Taux d’inhibitions de la dénaturation thermique des protéines du blanc d’ceuf

Taux d’inhibition

Volume de I’extrait Extrait ) ] )

dilué au 1/20 en il s Extrait Elzomin | Extrait E21omin |Extrait E23omin
100 41% 52,1% 49% 55,1%
200 59,2% 59,4% 60,2% 62,1%
300 71,9% 71,9% 77,9% 78 ,2%
400 75% 75% 80% 85,9%
500 77,8% 80,8% 88,8% 89,6%
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Le phénomeéne de dénaturation de 1’ovalbumine est irréversible et les interactions qui
se produisent entre ses dernieres sont de type ponts disulfures, hydrophobes, et

électrostatiques.

Selon Le chevalier (2005), les protéines natives monomériques sont dénaturées par
la chaleur, engendrant la dissociation de liaisons hydrogéne, le déploiement des chaines
polypeptidiques, I’exposition de résidus hydrophobes et de groupements réactifs enfouis au
ceeur des protéines a 1’état natif. Quand les conditions le permettent, les protéines dénaturées
S’associent en agrégats solubles de hauts poids moléculaires par formation de feuillets, puis,
par formation de ponts disulfures, les protéines dénaturées associées en agrégats solubles
polymérisent et engendrent un réseau tridimensionnel maintenu en place par des ponts

disulfures, des interactions électrostatiques et hydrophobes.

45



Conclusion Générale



Conclusion Générale

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des principes actif connus par
leurs propriétés thérapeutiques, dans [I’industrie pharmaceutique, sachant que les
antioxydants et anti-inflammatoires sembleraient de maniére significative a la prévention
des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydant et anti-
inflammatoire d’origine naturel doit étre a 1’ordre de jour. Ce travail avait pour objectif
d’évaluer in vitro D’activité antioxydant et anti-inflammatoire d’une plante algérienne
Verbena officinalis avec la méthode d’extraction par décoction afin de procéder a une
quantification des composés phénoliques (polyphénols flavonoide) a confirmer si les extraits

a I’eau sont riches en composés phénoliques.

Apres une premiére partie consacrée aux données de la littérature concernant les
composés phénolique et leurs activité anti-oxydant et anti-inflammatoire nous nous sommes
intéressées dans la partie expérimentale a la mise au point de 1’extraction des composés
phénoliques Notre extrait présente un taux de polyphénol de 204.5 et 1494,5 ug Eq Q/ml

d’extrait
Notre extrait présente un taux en flavonoide de 6,15 et 31,79ug Eq Q/ml d’extrait.

La mesure de ’activité antioxydant par deux méthodes :la méthode de réduction du
radical libre DDPH et pouvoir réducteur, pour le premier test les résultats nous révele
I’oxydation est efficacement inhibé par I’extrait testé. L’activité antioxydant est la plus

élevée avec EC50 =0,050 mg/ml.

Cette étude nous révele que la verveine officinale est une source importante pour les

antioxydants et anti-inflammatoire.

Les solutions d’extraits de Verbena officinalis ont été mélangées a la solution
d’ovalbumine puis traitées thermiquement aux mémes températures que celles énoncées en
premicre partie du travail afin d’évaluer I’effet de 1’extrait de la verveine sur la stabilité

thermique des protéines de blanc d’ceuf.

Tests in vitro de I’inhibition de la dénaturation thermique montrent que nos extraits

ont un effet dénaturant a faible concentration.

Enfin le résultat obtenu constitue la recherche des substances d’origine naturelle

active pour I’extraction des principes actifs qui peuvent étre employés dans le but
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thérapeutique car ils jouent un role important dans la prévention de plusieurs maladies. La

verveine contient des métabolites polaires qui présente un potentiel antioxydant et anti-
inflammatoire.

Pour des meilleures perspectives Il serait intéressant dévaluer cette activité in vivo
en utilisant d’autres méthodes tels HPLC pour mieux Il serait intéressant de caractériser les

métabolites polaires.
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ANNEXE 1 : effet savenger du DPPH par la quercetine ou I’ Acide galique
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Figure : Effet scavenger contre le radical DPPH du standard quercétine a différentes
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Figure : Effet scavenger contre le radical DPPH du standard acide gallique avec

différentes concentrations.
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ANNEXE 2 : Tableaux représentatifs des différents tests des extraits de Verbena
officinalis en présence de I’ovalbumine avec une série de concentration

Rapport 01 :
Concentration Ovalbumine (ml) Eau (ul) Extrait (10min) DO a
enpul 517nm
Co 5ml 500 pl Ol 0,480
Cl 5mi 400 pl 100 pl 0,666
Cc2 5ml 300 pl 200 pl 0,797
C3 5mi 200 pl 300 pl 0,809
C4 5mi 100 pl 400 pl 0,858
C5 5mi 0 500 pl 0,901
Rapport 2 :
Concentration Ovalbumine (ml) Eau(ul) Extrait (10min) DO a 517
en ul nm
Co 5ml 500 pl Ol 0,627
Cl 5mi 400 pl 100 pl 0,640
C2 5mi 300 pl 200 pl 0,799
C3 5mi 200 pl 300 pl 0,812
C4 5mi 100 pl 400 pl 0,901
C5 5mi 0 500 pl 0,977
Rapport 01 :
Concentration Ovalbumine (ml) Eau (ul) Extrait (30min) | Do a 517 nm
en ul
CO 5ml 500 pl 0 ul 0,457
Cl 5ml 400 pl 100 pl 0,541
C2 5ml 300 pl 200 pl 0,612
C3 5mi 200 pl 300 pl 0,667
C4 5ml 100 pl 400 pl 0,799
C5 5mi 0 500 pl 0,899
Rapport 02 :
Concentration Ovalbumine Eau(pl) Extrait Do a517nm
(ml) (30min) en
ul
Co 5mi 500 pl opl 0,544
Cl 5ml 400 pl 100 pl 0,625
C2 5mi 300 pl 200 pl 0,720
C3 5ml 200 pl 300 pl 0,798
C4 5mi 100 pl 400 pl 0,834
C5 5mi 0 500 pl 0,918
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Annexe 3 : Taux des polyphénols et flavonoides
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Figure : courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure : Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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L’objectif du travail c’est d’évaluer le potentiel antioxydant et anti-inflammatoire des
extraits des feuilles de verveine Verbena officinalis obtenues par décoction. Les résultats
obtenus montrent que les différents extraits contiennent des taux de flavonoides entre (6.15
et 31.19 ng Eq Q/ml d’extrait) et des taux de polyphénols entre (204.5 et 1494.5 pug Eq
Q/ml d’extrait). Les tests anti-radicalaires DPPH montre que les extraits ont des 1C50 de
I’ordre (28.27 ug Eq AG/ml). Le test in vitro de I’inhibition de la dénaturation thermique
montrent que nos extraits ont un effet anti-dénaturant a faibles concentrations. Ces résultats

présentent un potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.

Mots clés : Verbena officinalis, antioxydant, anti-inflammatoire, polyphénols, flavonoides.

The objective of the work is to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory
potential of extracts of verbena leaves Verbena officinalis obtained by decoction. The results
showed that the different extracts contain flavonoid levels between (6.15 and 31.19 ug Eq
Q/ml of extract) and polyphenol levels between (204.5 and 1494.5 png Eq Q/ml of extract).

The DPPH anti-radical tests show that the extracts have 1C50 values of around (28.27
ug Eq FA/ml). The in vitro thermal denaturation inhibition test demonstrated that our
extracts have an anti-denaturing effect at low concentrations. These results show antioxidant
and anti-inflammatory potential.

Keywords: Verbena officinalis, antioxidant, anti-inflammatory, polyphenols, flavonoids.

verbena ) (e @hsY! cilialiiuad GllgDU saliaally 52083 saliaal) 50l s 5o Jaall (o Cargl)
DAY o ek lgale Jgeanl) & Al @bl L a5 3k e lgle Jgeanll @ A &332 (officinalis
(alsiwdll o do [ Q (8Se ahes Ko 311195 6.15) (o wsisldl) cligins o claliind) gias
(oaliindl e da [ Q (ilSa ahe g Soa 1494.5 5 204.5) o Jsuidsl e ligiusag
A 2l s K 28.27) Jlss als (IC50) a8 L) cilealiioall o jsaall abiadll (DPPH) cilad) gl
Gl daglall juas dlae Ll llikiie o @hal) paall il adall 4 L) el L(de [ AG
Ll claliae g 52uSY1 cilalias okl o2 jelii Aadiie

sl (Joid sl colgl) clabiaa 5208 @labias calaall o) sAalidall cilalsl)



