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Introduction

Depuis des temps anciens, les plantes médicinales ont eté utiliser dans le domaine de la
santé. Les bienfaits de ces plantes ont été vérifiés par plusieurs études a I'échelle mondiale et
certaines de leurs résultats ont conduit a la fabrication de médicaments a base des composés

extraits de ces plantes (Sofowora et al., 2013).

La phytothérapie est considérée comme la plus ancienne forme de soins de santé connue
de I'humanité. Elle a été intégrée dans les systemes médicaux de toutes les cultures a travers
I'nistoire (Miraldi et Baini 2019). La phytothérapie repose sur l'utilisation de plantes pour
traiter ou prévenir les maladies. Elle utilise des feuilles, des fleurs, des sommités fleuries
(parties supérieures des plantes en fleurs), des racines ou méme des plantes entieres. Les plantes
utilisées peuvent étre celles qui poussent naturellement dans la nature (plantes spontanées) ou

celles qui sont cultivées (Létard et al., 2015).

Le pouvoir médicinal des plantes traditionnelles repose sur leurs composants
phytochimiques, qui exercent une action pharmacologique spécifique sur le corps humain.
Selon leur réle métabolique dans la plante, ces composants se divisent généralement en deux
catégories : les constituants primaires, tels que les sucres, les acides aminés, la chlorophylle et
les protéines, et les constituants secondaires, comprenant des alcaloides, des saponines, des

tanins, des composés phénoliques (Agidew, 2022).

L'Urtica dioica, communément appelée ortie, est une plante vivace des régions
tempérées, facilement reconnaissable a ses feuilles dentelées et couvertes de poils urticants.

Elle est prisée en phytothérapie pour ses vertus médicinales (Grauso et al., 2020).

Le Marrubium vulgare, également connu sous le nom de marrube blanc, est une plante
vivace de la famille des Lamiacées. Traditionnellement utilisée en phytothérapie, elle est
réputée pour son efficacité dans le traitement de la toux, des bronchites et pour favoriser la
digestion (Miloudi et al., 2018).

L'Eucalyptus globulus est un grand arbre de la famille des Myrtacée, originaire
d'Australie. Il est largement employé en phytothérapie en raison de ses propriétés médicinales
variées (Shala et Gururani, 2021).
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Ce travail vise a explorer les composés bioactifs et les activités biologiques de trois
plantes médicinales (Eucalyptus globulus, Urtica dioica L. et Marrubium vulgare), tout en
examinant I'influence des méthodes d'extraction par agitation et sonication sur les taux des
composés phénoliques et flavonoides, ainsi que les pouvoirs antioxydante, antihémolytique et

antibactérienne de ces trois plantes.

Cette étude est structurée en deux sections principales : la premiére aborde les
connaissances bibliographiques sur la phytothérapie et les plantes médicinales, tandis que la
seconde se concentre sur le matériel d'étude, les méthodes analytiques, ainsi que la présentation

et la discussion des résultats obtenus.
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Chapitre | : Phytothérapie et plantes médicinales

I. 1. Phytothérapie

l. 1. 1. Définition

L'origine du terme "phytothérapie” réside dans deux racines grecques, "phyton”

signifiant "plante” et "therapeia™ signifiant "traitement™ (Miraldi et Baini, 2019).

La phytothérapie englobe un ensemble de connaissances, compétences et pratiques
héritées des théories, croyances et expériences culturelles, utilisées pour maintenir la santé
humaine, prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques, mentales ou les
désequilibres sociaux. Elle repose sur une expeérience pratique et des observations transmises

de génération en génération, qu'elles soient orales ou écrites (Mansour, 2015).
I. 1. 2. Types de phytothérapie

La phytothérapie est subdivisée en deux types :
A. Phytothérapie traditionnelle

La phytothérapie traditionnelle appelée également classique, repose souvent sur
I'utilisation empirique des plantes, parfois depuis des temps anciens. Les indications de cette
forme de traitement sont généralement les premiéres a étre envisagées, et relevent souvent du
conseil pharmaceutique. Elles couvrent un large éventail de troubles, des désordres
psychosomatiques mineurs aux troubles digestifs ou dermatologiques, en passant par les

troubles hépatobiliaires et les affections saisonniéres (Edzard, 2001).

B. Phytothérapie clinique

La phytothérapie clinique, connue aussi sous le nom de phytothérapie moderne, c'est
une approche médicale centrée sur le patient, ou le patient est priorisé par rapport a la maladie.
Elle nécessite une évaluation globale du patient et de son environnement, ainsi qu'un examen
cliniqgue complet pour déterminer le traitement. Son action est axée sur un traitement a long

terme qui agit sur le systéme neurovégetatif (Edzard, 2001).
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Les indications de cette forme de traitement sont souvent liées a une approche
thérapeutique complémentaire visant a compléter ou renforcer l'efficacité d'un traitement
médicamenteux classique pour des affections aigués de gravité modérée, telles que les
infections grippales. Elle vise principalement a atténuer les effets secondaires (Edzard, 2001).

l. 2. Plantes médicinales

l. 2. 1. Définition

Les plantes médicinales sont considérées comme des drogues végétales conformément
a la Pharmacopée européenne, dés lors qu'au moins une partie d'entre elles présente des
propriétés médicinales. Ces plantes peuvent également étre utilisées a des fins alimentaires ou
hygiéniques. En résumé, les plantes médicinales sont des végetaux employés en médecine
traditionnelle et/ou moderne, contenant au moins une substance aux propriétés thérapeutiques
(Ouedraogol et al. 2021).

I. 2. 2. Origines des plantes médicinales
Les plantes médicinales proviennent de deux sources principales :
A. Plantes sauvages

Les plantes sauvages, qui sont les plus anciennement utilisées et qui continuent de
représenter une part significative du marché mondial, sont influencées par divers facteurs tels
que le type de sol et surtout le climat. Leur distribution et leur développement sont étroitement
liés a des variables telles que la température, la latitude, la composition du sol, etc., ce qui en
fait des réservoirs naturels de diversité génétique (Ouedraogo et al., 2021).

B. Plantes cultivées

Les plantes cultivées, elles permettent d'obtenir des matiéres premieres de qualité
homogeéne en quantité suffisante grace a des techniques de culture standardisées. En effet, leur
culture suit les directives de I'OMS sur les bonnes pratiques agricoles et de récolte (BPAR)
specifiques aux plantes médicinales. Ces directives régissent la culture, la récolte et certaines
étapes post-recolte. En plus de garantir la qualité, la culture des plantes médicinales permet de
pallier la dispersion ou la disparité des peuplements naturels (Chabrier, 2010 ; Ouedraogo et
al., 2021).
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I. 2. 3. Principes actifs des plants médicinales

A. Flavonoides

Les flavonoides, appartenant a la famille des polyphénols, sont des composés largement
présents chez les plantes et constituent leurs principaux métabolites secondaires. Ils partagent
une structure de base commune, constituée de quinze atomes de carbone disposés en deux
cycles C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (figure 1). Cette structure est caractéristique de

tous les flavonoides, dérivant d'une voie biosynthétique similaire (Bruneton, 1999).

Figure 1: Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

B. Acides phénoliques

Les phénols forment une famille tres vaste de composes organiques. lls peuvent étre
classés en fonction du squelette carboné qui les compose, ou selon la voie de synthése qui
conduit au noyau benzénique, ou cycle aromatique (cyclogenese). lls sont tres répandus dans le
regne végétal et leur extraction fait I'objet de nombreux travaux de recherche (Pandey et Rizvi,
2009).

» Acides hydroxy-cinnamiques : C'est un composé aromatique dont la structure

principale est (C6-C3) dérivée de I'acide cinnamique (Bruneton, 2008).

» Acides hydroxy-benzoiques : C'est un composé aromatique la structure de base
(C6-C1) dérivé de I'acide benzoique (Bruneton, 2008).

C.Tannins

Les tanins sont des substances organiques présentes dans presque tous les végétaux, et
dans toutes leurs parties telles que I'écorce, les racines, les feuilles et les fruits. Ils se divisent
en deux groupes principaux : les tanins condensés, constitués de proanthocyanidines, et les

tanins hydrolysables (Hemingway et al., 1992).
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Les tanins favorisent aussi la régéenération des tissus, améliorent la circulation veineuse,

et tonifient la peau en resserrant les pores et en renforcant son élasticité, contribuant ainsi a une

apparence plus ferme et jeune. En résumé, les tanins offrent de nombreux bienfaits pour la santé
(Khanbabaee et Ree, 2001).

OH
OH
T
HO O it
OH
OH

OH

Figure 2 : Structure des tannins (Khanbabaee et Ree, 2001).

D. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits concentrés des composés aromatiques volatils
que I'on trouve dans les plantes médicinales. Elles renferment les arémes caractéristiques de la
plante d'origine et sont souvent utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques et leurs parfums

agréables (Baudoux et al., 2016).

Ces huiles sont obtenues par divers procédés d'extraction, notamment la pression
mécanique, la distillation a sec ou la distillation par vapeur d'eau. Chaque méthode d'extraction
peut influencer la composition chimique et les propriétés de I'huile essentielle obtenue
(Baudoux et al., 2016).

E. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques cycliques renfermant de I'azote avec un
état d'oxydation négatif, dont la présence est limitée parmi les organismes vivants. La plupart
des alcaloides présentent des propriétés basiques dues a la présence d'un azote tertiaire
hétérocyclique, a I'exception de quelques-uns comme la colchicine, la caféine et le paclitaxel
(Verpoorte R., 2005).

Chimiquement, ils forment un groupe trés diversifié mais partagent certaines propriétés
physico-chimiques, et sont principalement trouvés dans les plantes. Leur structure la plus
répandue dérive des acides aminés, bien que d'autres soient le résultat de modifications de
différentes classes de molécules telles que les polyphénols, les terpénes ou les stéroides (Shin
et al, 2018).
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Chapitre 11 : Etudes antérieures sur Urtica dioica L, Marrubium vulgare et

Eucalyptus globulus.

I1. 1. Urtica dioica L

I1. 1. 1. Présentation d’Urtica dioica L

Urtica dioica L. (Urticaceae), communément appelée ortie, est une plante herbacée
vivace préesente dans les régions tempérees d'Europe, d'Asie, d'Afrique du Nord et d'Amérique
du Nord, jusqu'a 1800 metres d'altitude. En raison de son utilisation répandue a travers le
monde, elle est également connue sous divers noms tels que feuille d'ortie ou ortie commune,
ainsi que par des noms régionaux. L'ortie forme souvent des fourrés denses, particulierement
dans les sols perturbés. Elle appartient au groupe des Iégumes phytoalimurgiques, qui comprend
des especes sauvages comestibles utilisées autrefois en période de pénurie alimentaire (Grauso
et al., 2020).

I1. 1. 2. Description botanique

Urtica dioica L est une plante vivace de la famille des Urticacees et du genre Urtica. Sa
tige verte et quadrangulaire, dotée de collenchyme lacunaire a chaque coin, contient entre 12 et
20 faisceaux fibrovasculaires. Elle peut atteindre environ 2 métres de hauteur. Ses feuilles sont
opposées, oblongues ou ovales, cordées a la base, finement dentées, vert foncé sur le dessus et
plus péles en dessous. Les trichomes urticants sur les tiges et les feuilles sécretent un liquide

riche en histamine, acétylcholine et sérotonine (Bhusal et al., 2022).

Les petites fleurs dioiques apparaissent en grappes a l'aisselle des feuilles supérieures,
sont de couleur brun & verdatre et fleurissent chaque année de mai & septembre, les
inflorescences males et femelles étant séparées. Le fruit de I'ortie est rond et renferme de petites
graines brun foncé ou presque noires. Son systéme racinaire comprend une racine pivotante

avec de fines radicelles, facilitant son développement (Bhusal et al., 2022).
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Feuille Trichome

Inflorescence
Pétiole

Figure 3 : Photographie d’Urtica dioica L (Singh and Kali, 2019).

I1. 1. 3. Propriétés bioactives et activités pharmacologiques

Les extraits d'ortie présentent diverses activités thérapeutiques. 1ls montrent une activité
antiproliférative en inhibant la prolifération des cellules prostatiques cancéreuses et en reduisant
la production d'cestrogénes et l'activité enzymatique des cellules prostatiques, comme le
confirment des études in vivo, in vitro et des essais cliniques (Ait Haj Said et al., 2016). Les
extraits d'ortie ont également une forte activité antioxydante, neutralisant les especes réactives
de I'oxygene et protégeant contre la peroxydation lipidique gréace a leurs composés phénoliques
(Ait Haj Said et al., 2016).

En termes d'activité immunomodulatrice, les extraits d'ortie régulent significativement
les enzymes du systéme immunitaire et modulent les enzymes dans différents organes chez des
souris traitées avec un extrait éthanolique (Bnouham et al., 2003). Les propriétés analgésiques
et anti-nociceptives de I'ortie sont attestées par des études chez les rats et les souris, montrant
une augmentation de la tolérance a la douleur et une réduction de la réponse nociceptive,

probablement attribuables aux flavonoides et acides présents (Ait Haj Said et al., 2016).

L'ortie a également des propriétés antiulcéreuses, protégeant contre l'ulcére gastrique de
maniere dose-dépendante et montrant une activité analgésique contre la dilatation gastrique
(Gulcin et al., 2003). Les extraits d'ortie ont un effet antidiabétique, réduisant le taux de sucre
chez les rats diabétiques en inhibant I'absorption intestinale du glucose et en stimulant la
sécrétion d'insuline (Bnouham et al., 2003).

De plus, l'extrait aqueux des parties aeriennes de l'ortie montre une activité
antihypertensive, réduisant la pression artérielle de maniére dose-dépendante et augmentant la
diurese et la natriurese. Les extraits des racines induisent une vasodilatation par libération
d'oxyde d'azote endothélial (Tahri et al., 2000).
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En ce qui concerne l'agrégation plaquettaire, les extraits d'ortie ont un fort pouvoir
inhibiteur, en particulier contre I'agrégation induite par la thrombine, grace aux flavonoides (El
Houari et al., 2006 ; Daher et al., 2006).

Les extraits d'ortie ont egalement des effets bénéfiques sur I'hyperlipidémie et
I'athérosclérose, réduisant significativement le cholestérol et le ratio LDL/HDL chez les rats
(Nassiri-Asl et al., 2009). Ils possedent également des propriétés antiallergiques, bloquant les
récepteurs histaminiques H1 et inhibant la tryptase, ce qui améliore les symptémes de la rhinite
allergique (Ait Haj Said et al., 2016).

I1. 1. 4. Principaux composés actifs identifiés

L’Urtica dioica comprennent une gamme variée de composés naturels. Parmi ceux-ci
figurent les flavonoides, les tanins, les composés volatils, les acides gras, les polysaccharides,
les isolectines, les stérols, les terpenes, ainsi que les protéines, les vitamines et les minéraux.
Ces composants, présents dans différentes parties de la plante d'ortie, contribuent a ses

propriétés médicinales et thérapeutiques (Bhusal et al., 2022).

Il. 2. Marrubium vulgare
Il. 2. 1. Présentation de Marrubium vulgare

Le genre Marrubium comprend environ quarante especes, principalement réparties
autour de la mer Méditerranée, dans les zones tempérées de I'Eurasie et dans certains pays
d'’Amérique latine. Le marrube blanc, ou Marrubium vulgare, est une plante vivace caractérisée
par une tige quadrangulaire, des feuilles dentées et duveteuses, ainsi que des fleurs blanches
bilabiées, atteignant jusqu'a 50 cm de hauteur. Elle pousse surtout dans les friches et ses feuilles
sont récoltées au printemps. Les parties aériennes de Marrubium vulgare sont reconnues pour
leurs principes amers dans certaines pharmacopées européennes. En Algérie, six especes
différentes du genre Marrubium ont été identifiées. Localement, la plante est connue sous le
nom de Marriouth en Algérie, Merriwt au Maroc et Marroubia en Tunisie (Miloudi et al.,
2018).

I1. 2. 2. Description botanique

Marrubium vulgare est une plante herbacée annuelle ou vivace. Elle se caractérise par
une racine robuste, soit pivotante et ligneuse, soit avec plusieurs racines latérales fibreuses. Ses
tiges nombreuses, dressées et quadrangulaires, peuvent mesurer de 20 a 100 cm de haut et sont

revétues d'un dense duvet.
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Les feuilles, disposées en paires opposeées le long de la tige, sont généralement rondes a ovales,
dentées, avec un pétiole, des nervures prononcées et une texture velue sur leur face supérieure
(Aéimovié et al., 2020).

Les inflorescences de Marrubium vulgare se développent a l'aisselle des feuilles
supérieures, formant des verticilles axillaires serrés de fleurs blanches. Le calice présente dix
dents munies de petites épines ou soies crochues. La corolle, allant du blanc au lavande pale,
est tubulaire et & deux levres, avec une levre supérieure a deux lobes dressés et une lévre
inférieure a trois lobes, le lobe central étant plus grand. Les fleurs de Marrubium vulgare
fleurissent habituellement au début du printemps et attirent souvent les abeilles butineuses. Les

graines se trouvent a la base du calice (A¢imovi¢ et al., 2020).

Figure 4 : Photographie de Marrubium vulgare.

1. 2. 3. Effets pharmacologiques et propriétés thérapeutiques

L'extrait méthanolique de Marrubium vulgare a été étudié pour son efficacité anti-
inflammatoire, réduisant l'inflammation dans un mod¢le d'cedéme de la patte chez les rats
provoqué par la carragénine et dans un modele d'infarctus du myocarde chez les rats induit par
I'isoprotérénol. De plus, la marrubiine, un composé spécifique de cette plante, a montré des
effets analgésiques significatifs chez les souris, tandis que I'extrait hydroalcoolique de la plante
a également présenté une activité analgésique notable dans différents modeéles de douleur chez

la souris, probablement gréce a la présence de stéroides et de terpenes (Al-Snafi et al., 2021).

Le pouvoir antioxydant de Marrubium vulgare a été évalué a travers différents extraits
et composés, montrant une activité modérée a forte dans plusieurs tests. Ces extraits ont
présenté une forte capacité a piéger les radicaux, soutenue par divers composés isolés de la
plante, offrant ainsi une importante activité antioxydante (Mssillou et al., 2021).
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Les propriétés antibactériennes et antifongiques de Marrubium vulgare ont été évaluees
atravers divers extraits. L'extrait méthanolique a démontré une activité antimicrobienne notable
contre plusieurs souches bactériennes et fongiques, tout comme les flavonoides extraits des
feuilles, qui ont méme surpassé certains antifongiques commerciaux. L'huile essentielle de la
plante a également montré des effets significatifs, en particulier sur les bactéries Gram+, bien

que les bactéries Gram- aient montré plus de résistance (Aé¢imovi¢ et al., 2020).

L'extrait alcoolique de Marrubium vulgare ainsi que certains flavonoides isolés ont
démontré leur capacité a inhiber la croissance des cellules cancéreuses in vitro. Ces effets ont
été observés sur plusieurs types de cellules tumorales, avec une activité dose-dépendante,

suggérant ainsi un potentiel anticancéreux de Marrubium vulgare (Al-Snafi et al., 2021).

I1. 2. 4. Principaux composés actifs identifiés

Marrubium vulgare est une plante riche en principes actifs aux propriétes
pharmacologiques diverses. Parmi eux, les diterpénes, les sesquiterpénes et les flavonoides sont
des composés clés présents dans différentes parties de la plante. La marrubiine, un diterpénoide
important, se distingue par ses activites biologiques remarquables et est souvent isolée pour ses
propriétés thérapeutiques. Les sesquiterpenes, abondants dans I'huile essentielle de la plante,
conférent a celle-ci une diversité de composés bioactifs. De plus, les flavonoides, tels que la
querceétine et I'apigénine, apportent des propriétés médicinales supplémentaires a Marrubium
vulgare. En outre, d'autres substances bioactives comme les glycosides phénylpropanoides et
les acides phénoliques ont été identifiées dans la plante, enrichissant ainsi son profil

pharmacologique (Lodhi et al., 2017).

I1. 3. Eucalyptus globulus
I1. 3. 1. Présentation d’Eucalyptus globulus

L’eucalyptus, un grand arbre a feuilles persistantes originaire d'Australie, était
principalement limité a sa région natale. A présent, il s'est répandu a travers le monde,
s'épanouissant dans une variété de climats tropicaux et subtropicaux, et étant cultivé dans de

nombreuses autres régions (Shala et Gururani, 2021).
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11. 3. 2. Description botanique

Eucalyptus globulus est un arbre imposant qui peut atteindre entre 30 et 60 métres de
hauteur, parfois jusqu'a 100 métres. Son tronc lisse présente une gamme de couleurs allant du
blanc au gris, avec une écorce qui se détache en longues bandes. Les jeunes feuilles sont ovales,
cireuses, et claires, disposées de maniére opposée et sans pédoncule, mais ce sont les feuilles
des branches matures qui sont d'intérét medicinal, car elles sont les seules & posséder des poches
d'huiles essentielles sur leur face inférieure. Ces feuilles peuvent mesurer jusqu'a 25 centimetres
de long, sont courbées en forme de faucille, alternes, avec un pédoncule, et de couleur gris-vert,

avec une nervure centrale prononcée (Lobstein et al., 2018).

Une caractéristique distinctive de la plante coupée est la présence de nombreuses poches
sécrétrices sur la face inférieure des feuilles. Les fleurs, visibles au printemps, apparaissent a
l'aisselle des feuilles. Le calice ressemble a une toupie bosselée, recouvert par un opercule qui
se détache au moment de la floraison pour révéler de nombreuses étamines. Le fruit, une capsule

anguleuse issue du calice, renferme deux types de graines (Lobstein et al., 2018).

Figure 5 : Photographie d’Eucalyptus globulus (Kesharwani et al., 2018).

I1. 3. 3. Propriétés bioactives et activités pharmacologiques

Les extraits hexaniques de feuilles et éthanoliques de fruits et feuilles d'Eucalyptus
globulus inhibent la libération d'histamine par les cellules RBL-2H3, montrant des effets anti-
inflammatoires et anti-asthmatiques. Le 1,8-cinéole, principal composant de I'huile volatile, agit
comme un puissant inhibiteur de cytokines, suggérant son potentiel pour traiter a long terme les
inflammations des voies respiratoires et I'asthme bronchique. L'huile a également un effet anti-
inflammatoire sur la bronchite chronique et inhibe I'nypersécrétion de mucines (Lodhi et al.,
2023).
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L'Eucalyptus globulus est utilisé traditionnellement pour traiter le diabéte. Son ajout a
I'alimentation et a I'eau potable réduit I'nyperglycémie et la perte de poids chez les souris
diabétiques. Un extrait aqueux améliore significativement le transport et I'oxydation du glucose,
ainsi que son incorporation dans le glycogéne, suggérant son potentiel comme complément

alimentaire contre I'hyperglycémie (Lodhi et al., 2023).

Les extraits de feuilles d'E. globulus présentent une puissante activité antioxydante,
principalement due a la globulusine A et a I'eucaglobuline, surpassant méme l'acide ascorbique
en termes d'activité inhibitrice des radicaux libres (Surbhi et al., 2023).

L'huile essentielle d'Eucalyptus camaldulensis montre une activité antifongique notable,
inhibant completement la croissance de plusieurs isolats de Fusarium, responsables de maladies

des plantes, a une concentration de 7 a 8 ul/ml (Salehi et al., 2019).

L'huile d'eucalyptus posséde des propriétés anticancéreuses grace a des composés tels
que le terpinéne-4-ol, I'a-pinene et le y-terpinéne. Elle réduit la croissance de plusieurs cancers,
y compris ceux du cblon, du pancréas, de I'estomac et de la prostate, et induit la nécrose ou
I'apoptose des cellules de mélanome. Elle montre également une toxicité contre les cellules

leucémiques et les tumeurs des macrophages murins (Surbhi et al., 2023).

I1. 3. 4. Principaux composes actifs identifies

Eucalyptus globulus est une espéce d'eucalyptus significative, et sa composition en huile
essentielle ainsi que les composés spécifiques présents dans les extraits de différentes parties
de la plante varient selon divers facteurs tels que I'origine de l'arbre et I'age des feuilles. L'huile
essentielle extraite des feuilles est fréquemment utilisée a des fins médicinales, avec des
concentrations variantes généralement entre moins de 1,5 % et plus de 3,5 %. Cette huile est
principalement composée de 1,8-cinéole (eucalyptol) a hauteur de 70 a 95 % (Aggarwal et al.,
2015).

L'Eucalyptus globulus renferme du 1,8-cinéol, un composant associé a des effets tels
que lasomnolence, I'ataxie, les convulsions, les nausées, les vomissements et le coma. La valeur
pharmacologique de I'eucalyptus est attribuée a la présence de divers métabolites secondaires,
notamment des huiles essentielles, des tanins, des flavonoides, des stérols, des caroténoides,

des saponines, des alcools tri terpéniques et des polysaccharides (Lobstein et al., 2018).
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Chapitre 111 : Mateériel et Méethodes

I11. 1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est issu des feuilles des trois
plantes médicinales : Urtica dioica, Marrubium vulgare et Eucalyptus globulus. Cette sélection
n'est pas aléatoire, mais plut6ét fondée sur l'utilisation traditionnelle de ces plantes dans la
médecine. Le tableau I regroupe les nomes scientifiques, les noms vernaculaires, les dates et
les régions de récolte des plantes sélectionnées. La figure 6 représente les photographies de ces

plantes.

Tableau I : Noms scientifiques, différents appellations et région de récolte des plantes étudiées.

Espece Nom commune Nom Dgte de Région de récolte
vernaculaire récolte
Urtica dioica Ortie Azegduf 04/2024 Chorfa (Bouira)
Marrubium vulgare | Marrube blanc Mernuyet 04/2024 Bouandas (Sétif)
Eucalyptus globulus Eucalyptus Kalitus 04/2024 Targ(ché;JE;ZTour

Eucalyptus globulus Urtica dioica. Marrubium vulgare

Figure 6 : Photographie des plantes médicinales étudiées (Originale).

Une fois que les plantes sont récoltées et identifiées, les feuilles sont séparées et
nettoyées avec du I’eau afin de se débarrasser de toute poussiére et d’autres contaminants. Les
échantillons sont séchés a I’aire libre, puis placer dans 1’étuve a une température de 40 °C
pendant une période de 8 jours jusqu’a la stabilisation de leur poids. Les produits obtenus sont

ensuite réduits en poudre de couleur vert a I’aide d’un broyeur électrique (figure 7).

Les particules ainsi obtenues aprés le broyage sont tamisées a l'aide de tamis de
diametres compris entre 250 et 450 um pour avoir une poudre homogeéne. Cette poudre est
ensuite stockée dans des bouteilles en verre propres, a I'abri de la lumiere et de I'humidité.
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Poudre

Séchage

Figure 7 : Etapes de préparation des plantes.

14

Broyage

Tamisage




Chapitre 11l Matériel et Méthodes

I11. 2. Méthodes
I11. 2. 1. Couleur

Les intensités de couleur des échantillons de plantes sont déterminées par la méthode de
Bath et Singh (1999). Une quantité de 0,014 g de la poudre est dissoute dans 2 ml d’éthanol.
Apres homogenéisation et filtration avec de papier filtre, la densité optique du filtrat est mesurée

par un spectrophotomeétre a 450 nm.

I11. 2. 2. Dosage des protéines

Les extraits de plantes sont préparés par la dissolution de 0,5 g de poudre dans 70 ml
d’éthanol. Aprés homogénéisation pendant 2 h sur une plaque agitatrice, le mélange est filtré a

I’aide d’un papier filtre whatman N°4.

Les concentrations en protéines dans les extraits de plantes sont déterminées par la
méthode d’Azeredo et al. (2003). Un volume de 0,1 ml de la solution éthanolique de plante est
mélangé avec 5 ml de réactif de Bradford. Aprés 2 min d'incubation, I'absorbance est lue a 595
nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d'albumine de sérum bovin (BSA) par g de
plante en référence a la courbe d'étalonnage de la BSA (y = 0,4515x - 0,0496 ; R? = 0,994).

I11. 2. 3. Extraction des composés phénoliques

L’extraction effectuée dans cette étude est de type solide-liquides. Les composés
phénoliques sont extraits par deux méthodes (par agitation et par sonication) et les différentes
étapes sont représentées dans la figure 8. Pour chaque plante, I’extraction est réalisée a

température ambiante et a I’abri de la lumiére, afin d’éviter les phénomenes d’oxydation.
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Poudre des trois plantes
récupérer

!

Extraction sous agitation Extraction p@

[ 1 g de poudre de plante ] [ 1 g de poudre de plante ]
r ( \
10 ml de Iéthanol (80 %) + 10 ml de I’éthanol (80 %) +
homogeénéisation homogénéisation

] g J

. R , 4 N\
[ Agitation de mélange dans un J Sonication avec bain marie

bain marie agitateur pendant 1 h sonicateur pendant 30 min

Centrifugation de mélange a Centrifugation de mélange a
5000 rpm pendant 10 mina 4 °C 5000 rpm pendant 10 mina 4 °C
N\
Récupération de surnageant Récupération de surnageant
et filtration et filtration
J
N
Conservation de ’extrais au Conservation de I’extrais au
réfrigérateur (4 °C) réfrigérateur (4 °C)
J
N
[ Yahiaoui et al. (2023) [ Palma et al. (2021) J

Figure 8 : Etapes d’extraction des composés phénoliques des échantillons de plantes par

agitation (YYahiaoui et al., 2023) et sonication (Palma et al., 2021).
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I11. 2. 4. Dosage des composés bioactifs
A. Dosage des phénols totaux

L’estimation des teneurs en composes phénoliques des extraits de plantes est réalisée en
utilisant le protocole décrit par Naithani et al. (2006). Pour ce faire, un volume de 0,1 ml de
I’extrait de plante est mélange avec 0,1 ml de réactif Folin-Ciocalteu (50 % ; v/v) et 2 ml de
carbonate de sodium (2 %). Apres 30 min d'incubation, la lecture d'absorbance est faite a 750
nm. Les résultats des teneurs en composes phénoliques des trois plantes sont exprimés en mg
équivalent acide gallique par g de poudre, en se référant & la courbe d'étalonnage de I'acide
gallique (y=5,6376x+0,121 ; R?=0,9989).

B. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides contenues dans les extraits de plantes sont déterminées par
la méthode de Al et al. (2009). Un volume de 1 ml de I’extrait de plante est mélangé avec 0,3
ml de nitrite de sodium (5 % ; p/v). Apres 5 min, un volume de 0,3 ml de chlorure d'aluminium
(10 % ; p/v) est ajouté. Six minutes plus tard, 2 ml d'hydroxyde de sodium (4 % ; p/v) sont
additionnés au mélange. Les absorbances sont mesurées a 510 nm et les résultats de
concentration en flavonoides sont exprimés en mg équivalent quercétine par un g de poudre, en

se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine (y=1,391x+0,0313 ; R?=0,995).

C. Dosage des caroténoides

La détermination des taux des caroténoides dans les I’extraits de plantes est effectuée
selon la méthode décrite par Sass-Kiss et al. (2005). Une quantité de 0,8 g de poudre est ajoutée
a 10 ml de mélange de solvants (hexane/acétone/éthanol) avec un rapport de 2/1/1. Apres 30
min d’agitation dans I’obscurité, la phase hexane est récupérée et 1’absorbance est mesurée a
450 nm. Les résultats sont déterminés en utilisant une courbe d’étalonnage de B-caroteéne
(y=51,575x-0,019 ; R?=0,9985) et les teneurs en caroténoides sont exprimée en mg équivalent

[-carotene par g de poudre.
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I11. 2. 5. Activités biologiques
A. Activités antioxydantes
» Test de piégeage des radicaux DPPH

Le test antiradicalaire DPPH est réalise en suivant le protocole décrit par Meda et al.
(2005). L’extrait de plante (0,5 ml) est mélangé avec 1 ml de solution méthanolique de DPPH
a 0,06 mM. Apres une incubation de 15 min, I’absorbance de la solution est mesurée a 517 nm,

et le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

Pourcentage d’inhibition (%) =(JAC-AE] /AC) x100

Ou: AC : Absorbance de controle ; AE : Absorbance de I’échantillons.
» Test de piégeage des radicaux ABTS

Le pouvoir scavenger du radical ABTS est mesuré conformément au protocole décrit
par Re et al. (1999). Pour 0,1 ml d’extrait éthanolique de plante, un volume de 1 ml de la
solution méthanolique d’ABTS (7 mM) est ajouté. Aprés 7 min d’incubation, I’absorbance a

est mesurée a 734 nm et le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

Pourcentage d’inhibition (%) =(JAC-AE] /AC) x100

Ou: AC : Absorbance de contréle ; AE : Absorbance de 1’échantillons.
» Pouvoir réducteur

L’évaluation du pouvoir réducteur des plantes est effectuée selon la méthode décrite par
Lin et Li (2010). Un volume de 0,5 ml d’extrait de plante est mélangé avec 0,5 ml de tampon
phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 0,5 ml d’hexacyanoferrate de potassium (1 %). Aprés une
incubation de 20 min dans un bain-marie (50 °C), 0,5 ml de trichloroacétate (10 %) sont ajoutés
au mélange, puis dilués dans 0,8 ml d’eau distillée. Ensuite, 0,1 ml de chlorure ferrique (0,1 %)
sont ajoutés et I’absorbance est mesurée a 700 nm aprés 10 min d’incubation. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent acide gallique antioxydant (A) par 100 g de plante, en utilisant la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y =11,981 x +0,0684 ; R? =0,966).
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B. Activité Anti-hémolytique

Quatre échantillons de sang sont utilisés pour préparer la solution de globules rouges.
Le sang est obtenu aupres de quatre volontaires en bonne santé qui ne fumaient pas et ne
prenaient aucun médicament ou complément alimentaire. Les échantillons sont prélevés dans
des tubes héparinés. Ensuite, le sang est centrifugé a 4 000 rpm pendant 15 min, et le culot est
collecté et lavé trois fois avec une solution tampon phosphate salin (PBS) iso-salin (10 mM,
NaCl 154 mM, pH 7,4). La suspension érythrocytaire est préparée a 10 % dans du PBS iso-
salin (Rani et al., 2014).

L activité anti-hémolytique des extraits de plantes est évaluée selon la méthode décrite
par Shinde et al. (1999). Dans chaque tube, 5 ml d’extrait sont mélangés avec 1 ml de
suspension érythrocytaire (10 %) et 5 ml de solution hypotonique. Un contrble est préparé en
mélangeant 5 ml d’eau distillée, 1 ml de suspension érythrocytaire et 5 ml de solution
hypotonique. Apres une incubation de 10 minutes et une centrifugation a 3000 rpm pendant 10
min, la concentration en hémoglobine du surnageant est mesurée a 540 nm avec un

spectrophotometre. Les pourcentages d’inhibition de I’hémolyse sont calculés comme suit :

Do - DO .
% d,inhibition — ( Controle Echantillon

) X 100
DoControle

Ou : Do contrble (-) : Densité optique de contrdle positif; Do échantillon : Densité optique de

I’échantillon.

C. Activités antibactériennes

Deux souches bactériennes de référence sont utilisées pour évaluer I'effet antibactérien
des extraits de plantes : une souche Gram positive (Staphylococcus aureus ATCC 6538) et une
souche Gram négative (Escherichia coli ATCC 25922).

» Test de sensibilité

La méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton, décrite par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), est utilisée pour évaluer I'activité antibacté-
rienne des extraits de plantes. Les souches bactériennes sont ensemencées sur la surface de la
gélose avec un inoculum de turbidité 0,5 McFarland (108 UFC/mI). Aprés séchage des boites,
des puits sont réalisés dans la gélose a l'aide de la partie supérieure d'une pipette Pasteur, et une

goutte de GN est déposée au fond de chaque puits pour empécher la fuite des extraits au fond
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des boites de Petri. Un volume de 50 ul de chaque extrait est ensuite ajouté dans chaque puits.
Apres 2 h au réfrigérateur, les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. Les extraits de
plantes sont classés selon I'échelle d'estimation de I'activité antimicrobienne (Ponce et al.,
2003) : non sensible (<8 mm), sensible (8 a 14 mm), trés sensible (15 a 19 mm) et extrémement

sensible (>20 mm).

» Concentrations minimales inhibitrices

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont déterminées selon le protocole
décrit par Patton et al. (2006). Sept dilutions de 100 pl de chaque extrait végétal sont placées
dans les puits d'une microplaque stérile (96 puits), et 100 pl de suspension bactérienne (10°
UFC/ml) sont ajoutés dans chaque puits. A titre de contréle, 100 pl de suspension bactérienne
sont inoculés dans 100 pl de DMSO. La densité optique est mesurée dans un lecteur de
microplaques a 620 nm avant l'incubation (T0O). La plaque est ensuite incubée pendant 24 h a
37 °C. Apres incubation, les densités optiques sont a nouveau mesurées a T24. Le pourcentage
d'inhibition est calculé a I'aide de la formule suivante :

Pourcentage d'inhibition (%) = 1- (AT / AC) x100

Ou : AT : Absorbance T24 - Absorbance TO de I'échantillon ; AC : Absorbance T24 - Absorbance TO de

controle.

I11. 2. 6. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + écart type. Le logiciel
STATISTICA 7.1 est utilisé pour effectuer I'analyse de la variance a un facteur (ANOVA) entre
les différentes plantes. Les tests de Kolmogorov-Smirnov et de Levene sont appliqués pour
vérifier respectivement la normalité et I'hnomogénéité des variances. Le test post-hoc HSD de
Tukey est utilisé pour la comparaison des moyennes. Toutefois, 'ANOVA de Kruskal-Wallis

est réalisée pour les variables avec des variances non homogeénes.

Les résultats sont classés par ordre croissant : a>b >c¢>d >e > f. Les valeurs partagées
par la méme lettre n'indiquent pas de différence statistique significative, et les barres verticales

représentent les écarts types.
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Chapitre 1V : Résultats et discussion

1V. 1. Couleur

Les résultats la de I'intensité de couleur des extraits de trois plantes médicinales illustrés
dans la figure 9, montrent des différences notables qui peuvent refléter la concentration et la
diversité des composes bioactifs présents. Eucalyptus globulus (EU) présente la plus haute
intensité de couleur a 0,545 DO, suggérant une concentration élevée de pigments et de
composes phénoliques ou flavonoides, souvent lies & des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes. Urtica dioica (UR), avec une intensité de couleur de 0,209 DO, indique une
concentration plus faible de ces composés, ce qui pourrait se traduire par une faible activité

bioactive.

Marrubium vulgare (MB) montre une intensité de couleur intermeédiaire de 0,349 DO,
suggérant une composition modérée en termes de composés bioactifs. Ces variations d'intensité
de couleur peuvent refléter les différences dans la composition chimique et les potentiels

bioactifs de chaque plante.
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Figure 9 : Intensité de couleur des extraits de plantes étudiées.

L’analyse de la variance pour la couleur ne montre aucun groupe homogéne donc tous

les échantillons sont significativement différents a p<0,05.
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IV. 2. Teneurs en protéines

Les résultats des teneurs en protéines des extraits de trois plantes sont donnés dans la
figure 10. Marrubium vulgare présente la plus haute teneur en protéines avec 109,36 mg
EBSA/g, indiquant une concentration significative de composés protéiques, ce qui pourrait en
faire une plante particuliérement intéressante pour ses valeurs nutritionnelles. Urtica dioica suit
avec une teneur en protéines de 96,88 mg EBSA/g, reflétant également une richesse en
composés protéiques, souvent associés a ses propriétés nutritives. Eucalyptus globulus, avec
une teneur en protéines de 72,78 mg EBSA/g, présente la plus faible concentration de protéines

parmi les trois plantes étudiées.
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Figure 10 : Teneurs en protéines des extraits de plantes étudiées.

L’analyse statistique ne montre aucun groupe homogéne et tous les échantillons sont

statistiquement différent a p<0,05.

La concentration en protéines de UR dans cette étude est inférieure a celles rapportés par
Rafajlovska et al. (2013) avec un intervalle de 160 a 269 mg EBSA/g. Le taux de protéines
d’Eucalyptus globulus est inclut dans 1’intervalle rapporté par Bagavathy et Xavier (2007)
avec des valeurs qui oscille de 45 a 105 mg EBSA/g.
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IV. 3. Composés bioactifs
IV. 3. 1. Teneurs en composés phénoliques totaux

Les résultats de diagramme en batons de la figure 11, montrent que la teneur en
composes phénoliques varie selon la méthode d'extraction et la plante étudiée. Pour Eucalyptus
globulus, les méthodes d'agitation (265,54 mg EAG/g) et de sonication (252,77 mg EAG/q)
sont presque equivalentes, avec une légere supériorité pour I'agitation. Urtica dioica présente
des teneurs beaucoup plus faibles, avec 38,31 mg EAG/g pour I'agitation et 34,06 mg EAG/g
pour la sonication, indiquant une faible concentration en polyphénols pour cette derniére.
Marrubium vulgare montre des différences plus marquees entre les méthodes, l'agitation (91,53
mg EAG/g) étant nettement plus efficace que la sonication (74,50 mg EAG/g). Globalement,
I'agitation semble étre une méthode d'extraction des phénols totaux plus efficace, surtout pour
Marrubium vulgare et Urtica dioica, tandis que pour Eucalyptus globulus, les deux méthodes

sont comparables.
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Figure 11 : Teneurs en composés phénoliques des extraits de plantes étudiées.

L’analyse de la variance des teneurs en composés phénoliques montre trois groupes
homogénes (EUA et EUS), (MBA et MBS) et (URA et URS) qui ne présentent pas de différence

significative. Cependant, les autres échantillons sont statistiquement différents a p<0,05.

Les teneurs en composés phénoliques de EU sont similaires a celles rapportées par
Vastrad et al. (2016) dans un extrait éthanolique, avec une valeur de 300 mg EAG/g. Pour MB,
les concentrations sont proches de celles rapportées par A¢imovi¢ et al. (2020) dans un extrait

éthanolique, avec un taux de 93,42 mg EAG/g.
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Cependant, ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Amessis-Ouchemoukh et al.
(2014) avec un taux de 40 mg EAG/g. En ce qui concerne UR, les concentrations sont
supérieures a celles rapportées par Sidaoui et al. (2015) dans une extraction par macération,

avec une valeur de 11,62 mg EAG/qg.

Les résultats obtenus révélent des différences notables dans les teneurs en composes
phénoliques des plantes étudiées. Ces variations sont attribuées aux différences spécifiques des
espéces analysées, qui se distinguent par leur composition chimique. Selon Katalinic et al.
(2006), la composition en polyphénols des feuilles est trés variable et ces composés réagissent

différemment selon la méthode d'extraction.
1V. 3. 2. Teneurs en flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides a partir des différents extraits de plantes sont
données dans la figure 12. Pour Eucalyptus globulus, l'agitation produit une teneur en
flavonoides de 47,88 mg EQ/g, tandis que la sonication donne une concentration inférieure
(33,19 mg EQ/g). En revanche, pour Urtica dioica, la sonication est beaucoup plus efficace
avec une teneur de 86,49 mg EQ/g contre 49,54 mg EQ/g pour I'agitation. Pour Marrubium
vulgare, la sonication (62,91 mg EQ/g) surpasse largement I'agitation (9,27 mg EQ/g). Ainsi,
la sonication s'avere plus efficace pour extraire les flavonoides de Urtica dioica et Marrubium
vulgare, alors que pour Eucalyptus globulus, I'agitation donne de meilleurs résultats. Ces
variations peuvent étre attribuées aux différences chimiques intrinseques des plantes et a leurs

réponses spécifiques aux méthodes d'extraction.
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Figure 12 : Teneurs en flavonoides des extraits de plantes étudiées.
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L’analyse de la variance des teneurs en flavonoides montre un groupe homogene (URA
et MBS) qui ne présentent pas de différence significative et les autres échantillons sont

statistiquement différent a p<0,05.

Les teneurs en flavonoides de UR analysée sont supérieures a celles rapportées par
Sidaoui et al. (2015), qui était de 7,10 mg EQ/g. Les concentrations pour MB sont également
supérieures a celles rapportées par Bouterfas et al. (2014) dans un extrait éthanolique, avec
une valeur de 38,42 mg EQ/g. De méme, les concentrations pour EU sont plus élevées que
celles rapportées par Vastrad et al. (2016) dans un extrait éthanolique, avec une concentration
de 241,90 mg EQ/g.

Les différences dans les teneurs en flavonoides des extraits de feuilles des plantes
étudiées pourraient étre attribuées a divers facteurs, notamment les méthodes d'extraction et de
quantification, les facteurs génétiques, ainsi que les conditions de croissance des plantes (Bibi
et al., 2022).

1V. 3. 3. Teneurs en caroténoides

Les résultats de la figure 13 montrent des niveaux variés de caroténoides exprimés en
mg équivalent B-caroténe par g parmi les trois plantes étudiées : Eucalyptus globulus, Urtica
dioica, et Marrubium vulgare. Eucalyptus globulus présente la concentration la plus faible avec
un taux de 3,85 mg Ep-carotene/100 g, tandis qu'Urtica dioica affiche un niveau plus élevé de
14,50 mg Ep-caroténe/100g. Marrubium vulgare se distingue avec une teneur nettement
supérieure de 30,43 mg Ep-carotene/100 g. Ces variations significatives suggerent que
Marrubium vulgare pourrait étre une source particulierement riche en caroténoides, des
composés connus pour leurs propriétés antioxydantes et leur rdle potentiel dans la prévention

de diverses maladies (Jomova et al., 2021).
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Figure 13 : Teneurs en caroténoides des extraits de plantes étudiées.

L’analyse de la variance des teneurs en caroténoides montre que tous les échantillons sont

statistiquement différents a p<0,05.

La concentration en caroténoides d'Eucalyptus globulus obtenue dans cette étude est
inférieure a celle rapportée par EI-Khatib et al. (2020), qui varie entre 35 et 78 mg/100 g. De
méme, le taux de caroténoides pour Urtica dioica est inférieur a celui trouvé par Jafari et al.
(2020), qui est de 0,56 mg/100 g.

IV. 4. Activités antioxydantes

IV. 4. 1. Pouvoir anti-radicalaire par le DPPH

Les résultats de pouvoir scavenger du radical DPPH par les extraits de plantes sont
représentés dans la figure 14. Pour I'extraction par agitation, Eucalyptus globulus affiche la plus
haute activité antiradicalaire avec 85,22 %, suivi de Marrubium vulgare avec 76,23 %, tandis
qu'Urtica dioica présente une activité nettement plus faible de 36,61 %. En revanche, lorsque
la sonication est utilisée, Marrubium vulgare montre la meilleure activité antiradicalaire a 81,65
%, surpassant Eucalyptus globulus et Urtica dioica, qui montrent respectivement des activités
de 26,29 et 32,94 %. Ces différences suggérent que la méthode d'extraction influence fortement
I'efficacité antioxydante des extraits, avec l'agitation étant plus efficace pour Eucalyptus
globulus, tandis que la sonication semble améliorer I'activité antiradicalaire de Marrubium
vulgare. Cependant, les deux méthodes montrent une activité antiradicalaire similaire pour

Urtica dioica.
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Figure 14 : Activité antiradicalaire DPPH des extraits de plantes étudiées.

Les résultats de I'extrait EU se situent dans la fourchette rapportée par Nile et Keum
(2018) entre 26,6 et 72,6 %. Le pourcentage d’inhibition de radical DPPH" pour UR est inférieur
a celui rapporté par Ugur et Giizel (2023) dans un extrait méthanolique, qui était de 62,41 %.
Par rapport a I'étude d'’Amessis-Ouchemoukh et al. (2014), I'activité antiradicalaire de MB est

également inférieure a celle trouvée dans cette étude, s'élevant a 52,04 %.

En général, la capacité de piégeage du radical DPPH " par les extraits de plantes est
probablement attribuable a la présence d'antioxydants dotés d'un fort pouvoir de réduction, en
particulier les composés phénoliques qui agissent comme des pieges pour les radicaux libres.
Cette fonction est liée a leur capacité a fournir des atomes d'hydrogéne et a stabiliser les

radicaux phénoxyles résultants grace a leur systeme conjugué (El-Seedi et al., 2012).

IV. 4. 2. Pouvoir anti-radicalaire par PABTS

Les résultats du test antiradicalaire ABTS représenté dans la figure 15 montrent des taux
d’inhibition trés proches entre les différentes plantes et les méthodes d'extraction utilisées. En
effet, I'agitation a donné des taux d'inhibition du radical ABTS de 90,75 % pour Eucalyptus
globulus, 90,13 % pour Urtica dioica et 92,56 % pour Marrubium vulgare. De méme, la
sonication a donné des résultats également élevés avec 91,63 % pour Eucalyptus globulus,

91,19 % pour Urtica dioica et 91,63 % pour Marrubium vulgare.

Ces valeurs proches indiquent que ces plantes possédent des composés antioxydants efficaces
contre le radical ABTS, quel que soit le mode d'extraction utilisé, ce qui souligne leur potentiel
en tant qu'agents antioxydants dans la lutte contre le stress oxydatif.
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Figure 15 : Activité antiradicalaire ABTS des extraits de plantes étudiées.

Le teste de ’ANOVA a montré un groupe homogene (EUA, EUS, URS et MBS) et les

autres échantillons sont statistiquement différents a p<0,05.

Les résultats de I'extrait UR montrent des taux d'inhibition du radical ABTS supérieurs
a ceux obtenus par Ugur et Giizel (2023) dans leur extrait méthanolique (35,34 %). De méme,
le pouvoir antiradicalaire ABTS pour EU dépassent celui rapportés par Ita (2020) dans un

extrait éthanolique avec une valeur de 43,02 %.

La présence des composés phénoliques et d’autres antioxydants tels que les vitamines
et les minéraux et I’effet synergique entre eux augmente 1’activité anti-radicalaire des extraits

de plantes (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).

1V. 4. 3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits de plantes est donné dans la figure 16. Dans
l'extraction par agitation, 1'extrait d’Eucalyptus globulus affiche le pouvoir réducteur le plus
élevé (58,78 mg EAG/Q), suivi de prés par Urtica dioica (46,76 mg EAG/g) et Marrubium
vulgare (43,54 mg EAG/g). En revanche, lors de I'extraction par sonication, I'extrait
d'Eucalyptus globulus conserve un pouvoir réducteur élevé (52,27 mg EAG/qg), suivi de pres
par Urtica dioica (46,62 mg EAG/g) et Marrubium vulgare (43,09 mg EAG/g). Ces résultats
soulignent I'influence significative de la méthode d'extraction sur les propriétés antioxydantes
des extraits de plantes, avec des différences notables entre les especes étudiées.
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Figure 16 : Pouvoir réducteur des extraits de plantes étudiées.

L’analyse statistique a révélé deux groupe homogenes (URA, ERS) et (MBA, MBS) et

les autres échantillons sont statistiquement différents a p<0,05.

L'extrait de Marrubium vulgare affiche un pouvoir réducteur inférieur a celui trouvé par
Kabach et al. (2019), qui était de 456,93 mg EAG/g. En revanche, I'extrait d'Eucalyptus
globulus présente un pouvoir réducteur supérieur a celui rapporté par Ita (2020) avec une valeur
de 8,41 mg EAG/g.

IV. 5. Activité anti-hémolytique

Le tableau Il présente les activités anti-hémolytiques des extraits d'Eucalyptus globulus,
Urtica dioica et Marrubium vulgare obtenus par agitation et sonication, évaluées sur différents
individus (W, M, R, S). Dans le cas des extraits d'Eucalyptus globulus, on observe une tendance
générale a des valeurs plus élevées d'activité anti-hémolytique lors de I'extraction par sonication
par rapport a I'extraction par agitation, avec des différences significatives entre les individus.
Pour Urtica dioica, les résultats varient également en fonction de la méthode d'extraction, mais
sans une tendance claire entre agitation et sonication. En ce qui concerne Marrubium vulgare,
les deux méthodes d'extraction montrent des niveaux d'activité anti-hémolytique comparables,

bien que des variations significatives existent entre les individus.
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Les résultats obtenus soulignent I'impact important de la méthode d'extraction sur les
propriétés anti-hémolytiques des extraits végétaux et mettent en évidence des variations inter-
individus dans ces activités, ce qui pourrait avoir des implications importantes dans leur

utilisation potentielle en tant qu'agents thérapeutiques ou compléments alimentaires.

Tableau Il : Activités anti-hémolytique des extraits des plantes étudiées.

Extrait '”d\i,‘\;id“ Individu M | IndividuR | Individus |MoyentEcartype
EUA 32,39 22,80 32,34 57,35 36,22+14,80 °
URA 18,32 39,71 37,08 37,03 33,04+9,90 ¢
MBA 26,73 41,39 32,19 43,41 35,93+7,80 °
EUS 27,93 41,33 45,40 56,49 42,79+11,80 2
URS 37,20 37,67 34,89 55,91 41,42+9,70 @
MBS 38,05 40,71 33,43 55,52 41,93+9,50 @

L’analyse statistique de 1’activité anti-hémolytique montre deux groupes homogénes
(EUS, URS et MBS) et (EUA et MBA) qui ne présentent pas de différences significatives.

Cependant, URA est statistiquement différent des autres échantillons a p<0,05.

Les extraits de plantes se sont révélés inhiber I'hnémolyse des érythrocytes induite par la
solution hypotonique. Une explication possible de I'activité stabilisatrice de ces extraits pourrait
étre une augmentation du rapport surface/volume des cellules, provoquée par une expansion de
la membrane ou un rétrécissement de la cellule, ainsi qu'une interaction avec les protéines
membranaires. De plus, il a été démontré que la déformabilité et le volume cellulaire des
érythrocytes sont étroitement liés au contenu intracellulaire en calcium. Par conséquent, I'effet
cytoprotecteur sur la membrane érythrocytaire pourrait étre di a la capacité des extraits a

modifier I'afflux de calcium dans les érythrocytes (Shinde et al., 1999).

V. 6. Activités antibactériennes
IV. 6. 1. Test de sensibilité

Les résultats illustrés dans la figure 18 montrent des variations significatives dans les
diameétres des zones d'inhibition d'E. coli et de S. aureus en fonction des extraits de plantes et
des méthodes d'extraction utilisees. Les deux souches bactériennes sont extrémement sensibles
aux extraits d’Eucalyptus globulus obtenus par agitation et sonication, avec des diameétres de
zone d'inhibition de 27,5 et 30 mm pour E. coli, et de 27 et 29 mm pour S. aureus,

respectivement.
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En revanche, les deux bactéries montrent une sensibilité modérée aux extraits d’Urtica dioica,
avec des zones d'inhibition de 11 mm contre E. coli et 9 mm contre S. aureus pour 1’extrait

obtenu par agitation, et de 9,5 mm contre les deux bactéries pour 1’extrait obtenu par sonication.

La souche E. coli n'est pas sensible a Marrubium vulgare dans les deux méthodes
d'extraction, mais S. aureus présente une sensibilité modérée avec un diametre de 9 mm pour
I’extrait obtenu par agitation, tandis qu'elle est non sensible a celui obtenu par sonication. Ces
résultats soulignent I'efficacité des extraits d'Eucalyptus globulus contre les deux bactéries et

I'impact de la méthode d'extraction sur I'activité antibactérienne des extraits.

S. aureus S. aureus E. coli

Figure 17 : Photographies des effets antibactériens des extraits de trois plantes sur les souches
bactériennes testées.

Figure 18 : Diamétres de zones d’inhibition des extraits de trois plantes contre E. coli et S.

aureus.

Test de sensibilité

DZI E. coliilmm) EEAAB DZI S. aureus(mm) EEAAB
EUA 27,5+0,71 b ES 27+1,41B ES
URA 11+1,41 ¢ S 9+0 C S
MBA - NS 9+1,41C S
EUS 301,41 a ES 29+1,41 A ES
URS 9,5+0,71 d S 9,5+0,71 C S
MBS - NS - NS
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L’analyse statistique des diamétres de zones d’inhibition révéle un groupe homogéne
(URA, MBA et URS) pour la souche S. aureus et un groupe homogene (MBA et MBS) pour la

souche E. coli. Cependant, les autres échantillons sont statistiquement différents a p<0,05.

Les résultats obtenus montrent que les activités de 1’extrait d'Eucalyptus globulus (EU)
sont supérieures a celles rapportées par Bencheikh et al. (2021) pour S. aureus, qui avaient un
intervalle de 19 & 23 mm, ainsi qu'a celles rapportées par Jammoul et Nawas (2019) pour la
souche E. coli (0 mm). De plus, les résultats révelent que l'activité de 1’extrait de Marrubium
vulgare (MB) sur la souche E. coli est inférieure a celle rapportée par Mssillou et al. (2021),

qui était de 11,66 mm.

Plusieurs études ont démontré que les composés phénoliques provoquent des altérations
physiologiques des facteurs de virulence, des éléments de régulation génétique et de la capacité
des bactéries a produire des biofilms. Ces composés peuvent également réduire I'hydrophobie
et la capacité d'auto-agrégation de la surface cellulaire, qui sont des caractéristiques importantes
liees aux mécanismes d'adhésion des bactéries pathogéenes (Lima et al., 2019 ; Salaheen et al.,
2016).

IV.6.2. CMI

Les résultats du Tableau Il montrent les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
des extraits étudiés sur les souches testées, E. coli et S. aureus. Les extraits obtenus par agitation
d'Eucalyptus globulus et de Marrubium vulgare n'ont aucun effet inhibiteur sur les deux
bactéries, indiquant une résistance totale. En revanche, les extraits d'Urtica dioica obtenus par
agitation montrent une CMI de 25 mg/ml pour E. coli et une CMI inférieure a 0,39 mg/ml pour
S. aureus. Les extraits d'Eucalyptus globulus obtenus par sonication présentent une CMI de
3,44 mg/ml pour E. coli et une CMI inférieure & 0,39 mg/ml pour S. aureus.

Les extraits d'Urtica dioica obtenus par sonication ont une CMI de 25 mg/ml pour E.
coli et une CMI inférieure a 0,39 mg/ml pour S. aureus. Enfin, les extraits de Marrubium
vulgare obtenus par sonication montrent une CMI de 3,69 mg/ml pour E. coli et de 7,46 mg/ml
pour S. aureus. Ces résultats indiquent que les extraits obtenus par sonication, en particulier
d'Eucalyptus globulus et de Marrubium vulgare, sont plus efficaces pour inhiber E. coli, tandis

que les extraits d'Urtica dioica montrent une efficacité notable contre S. aureus.
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Tableau 111 : Résultats des CMI des extraits étudiés sur les souches testées.
CMI (mg/ml)
Extrait
E. coli S. aureus
EUA Résistante (pas d’effet) Résistante (pas d’effet)
URA 2510 <0,39
MBA Résistante (pas d’effet) Résistante (pas d’effet)
EUS 3,44+1,76 <0,39
URS 2510 <0,39
MBS 3,69+0.,24 7,46%1,16

Les résultats obtenus montrent que les CMI des extraits de Marrubium vulgare contre
la souche E. coli sont supérieures a celles rapportées par Mssillou et al. (2021), qui étaient de
2,5 mg/ml. De plus, la CMI de ’extrait d'Urtica dioica sur la souche E. coli est inférieure a

celle rapportée par Motamedi et al. (2014), qui était de 40 mg/ml.
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Conclusion

Dans le présent travail, deux types d’extraction sont réalises pour obtenir des extraits
éthanoliques par agitation et par sonication de trois plantes médicinales (Eucalyptus globulus,
Urtica dioica L et Murubium vulgare). Le dosage des composeés bioactifs et 1’évaluation de
certaines activités biologiques, telles que les activités antioxydante, antihémolytique et

antibactérienne des différents extraits des feuilles des trois plantes, sont réalises.

L’analyse de I’intensité de couleur révele que 1I’Eucalptus golobulus présente une forte
intensité par rapport aux autres plantes. Cependant, Marubium vulgare enregistre la plus grande

valeur en termes de teneurs en protéines.

Les résultats des teneurs en polyphénols dans les extraits de plantes étudiées, indiquent
que P’extraction par agitation semblent étre une méthode d'extraction plus efficace que
I’extraction par sonication pour les polyphénols. En revanche, les concentrations en flavonoides

montrent une variabilité remarquable entre les deux méthodes extractions.

L’activité antioxydante des différents extraits des plantes est évaluée par trois
méthodes : activités antiradicalaires DPPH et ABTS et le pouvoir réducteur. Les résultats de
I'étude montrent que le pouvoir antiradicalaire des extraits des trois plantes varie selon la
méthode d'extraction utilisée. Le pouvoir réducteur des extraits étudiés souligne l'influence
significative de la méthode d'extraction sur les propriétés antioxydantes des différentes plantes,

avec des différences notables entre les espéces étudiées.

En ce qui concerne les activités antihémolytique et antibactérienne, les extraits montrent

des résultats plus variés qui dépendant de 1’espéce végétale et de la méthode d’extraction.

En perspectives, ce travail mérite d’étre complété par :

v’ La caractérisation des composés phénoliques des trois plantes par la méthode HPLC.

v' L’évaluation, par des tests in vivo et in vitro, des activités antidiabétique et anticancé-

reuse des trois plantes ;

v’ L’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques des trois plantes

par le plan d’expérience.
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Eucalyptus globulus, Urtica dioica et Marrubium vulgare sont des plantes médicinales
appartenant respectivement aux familles des Myrtaceae, Urticaceae et Lamiaceae. Ce travail évalue et
compare le potentiel bioactif et les activités biologiques de ces plantes en utilisant deux méthodes
d’extraction : ’agitation et la sonication. Les résultats obtenus montrent une variabilité notable entre les
méthodes d’extraction utilisés et les espéces végétales étudiées. Eucalyptus globulus se distingue par
une forte intensité de couleur et une activité antihémolytique élevée lors de I'extraction par sonication.
Marrubium vulgare présente la plus grande teneur en protéines. L’extraction par agitation est plus
efficace pour les composés phénoliques totaux, tandis que les flavonoides varient selon la méthode
d’extraction et I’espece végétale. Les extraits d’Eucalyptus globulus sont les plus efficaces contre E.
coli et S. aureus, tandis que 1’Urtica dioica et le Marrubium vulgare montrent des activités variables.
Ces résultats soulignent I’importance de sélectionner des méthodes d’extraction appropriées pour
maximiser le rendement en composés bioactifs et les activités biologiques des plantes médicinales.

Mots-clés : Eucalyptus globulus ; Urtica dioica ; Marrubium vulgare ; Composeés bioactifs ; Pouvoir

antioxydant, Activité antihémolytique ; Activité antibactérienne.

Summary

Eucalyptus globulus, Urtica dioica and Marrubium vulgare are medicinal plants belonging to
the Myrtaceae, Urticaceae and Lamiaceae families respectively. This study evaluates and compares the
bioactive potential and biological activities of these plants using two extraction methods: agitation and
sonication. The results obtained show significant variability between the extraction methods used and
the plant species studied. Eucalyptus globulus stood out for its strong colour intensity and high anti-
haemolytic activity when extracted by sonication. Marrubium vulgare had the highest protein content.
Extraction by agitation is more effective for total phenolic compounds, while flavonoids vary according
to extraction method and plant species. Eucalyptus globulus extracts were the most effective against E.
coli and S. aureus, while Urtica dioica and Marrubium vulgare showed variable activity. These results
highlight the importance of selecting appropriate extraction methods to maximise the yield of bioactive
compounds and the biological activities of medicinal plants.

Keywords: Eucalyptus globulus; Urtica dioica; Marrubium vulgare; Bioactive compounds;
Antioxidant power, Antihaemolytic activity; Antibacterial activity.
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