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Etude in vitro des effets biologiques des plantes médicinales de la pharma-
copée traditionnelle Urtica dioica L. et Origanum majorana L.

Résumé

Dans le but de valoriser deux plantes de la pharmacopée traditionnelle, notre recherche vise a
étudier la composition phytochimique et a évaluer in vitro le pouvoir antioxydant et anti-
inflammatoire des extraits hydro-éthanoliques et des hydrolats issus d’Origanum majorana L.
et d’Urtica dioica L.

Le criblage phytochimique a révélé que les extraits éthanoliques sont plus riches en métabo-
lites secondaires, tels que les tanins, les saponosides, les flavonoides, les composés réducteurs
et les terpénoides , que les hydrolats.

L’examen qualitatif par CCM a mis en évidence une grande variété¢ des empreintes flavo-
noiques telles que les anthocyanidines, les flavonols, les acides phénoliques et les flavones,
principalement dans I’EE Orig.

En termes quantitatifs, notre étude a démontré que I’hydrolat d’Ortie présente une teneur plus
¢levée en polyphénols (358.39 £18.569 ugEAG/mg), suivi par 265,27+10.5 ngEAG/mg d’EE
Orig, ce dernier ayant la plus grande teneur en flavonoides (31,53 +3,11 ugEQ/mg d’extrait).

L’¢étude in vitro de I’activité anti-oxydante en utilisant I’effet scavenger du radical libre DPPH
a démontré que I’EE d’Orig présente une activité anti-radicalaire tres élevée, traduite par une
faible concentration IC50 d’environ 4,2 pg/ml, suivie par ’EE Ort , suivie par les hydrolats.

Les extraits ont été testés aussi pour leur effet anti-inflammatoire en utilisant la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines et 1’activité anti-hémolytique, qui évalue la stabi-
lit¢ de la membrane des hématies humaines. Il ressort des résultats que I’Hyd Ort a diverses
doses a montré une protection efficace contre la dénaturation thermique des protéines, supé-
rieure a celle du diclofénac sodique (médicament anti-inflammatoire de référence). Or, L’EE
Ort a réussi a inhiber 1’hémolyse des érythrocytes de maniére dose-dépendante, avec une in-
hibition trés élevée allant jusqu’a 92,97 %, ce qui est supérieur a celui du medicament référen-
tiel anti-hémolytique (Dicynone) avec un pourcentage d’inhibition de 75,3 %.

En conclusion, 1’Origanum majorana L. possede une activité anti-oxydante tandis que
I’Urtica dioica L. est une supplémentaire anti-inflammatoire exceptionnelle ; dont ces activi-
tés biologiques prouvées sont en relation avec la quantité et la qualité des flavonoides. De ce
fait, elles peuvent étre utilisées comme une ressource naturelle pour réduire les conséquences
du stress oxydant qui entraine des problémes inflammatoires et cardiovasculaires.

Mots clés: Origanum majorana, Urtica dioica, Activité anti-oxydante, Activité Anti-
inflammatoire, Polyphénols, Flavonoides.

In vitro study of the biological effects of medicinal plants from the traditio-
nal pharmacopoeia Urtica dioica L. and Origanum majorana L.



Abstract

Our research aims to investigate the phytochemical content and assess the antioxidant and
anti-inflammatory properties of hydro-ethanolic extracts and hydrolats from Origanum ma-
jorana L. and Urtica dioica L. in vitro, with the objective of providing value to two plants
from the traditional pharmacopoeia.

The results of phytochemical screening showed that the ethanolic extracts had higher concen-
trations of secondary metabolites than the hydrolats, including tannins, saponosides, flavo-
noids, reducing chemicals, and terpenoids. Many flavonoid imprints, including anthocya-
nidins, flavonols, phenolic acids, and flavones, were found during a qualitative TLC analysis,
primarily in EE Orig.

In quantitative terms, our study showed that Hyd Ort has a higher polyphenol content (358.39
+18.569 pngeAG/mg), followed by 265.27 £10.5 ngEAG/mg in EE Orig, the latter having the
highest flavonoid content (31.53 +£3.11 ug EQ/mg extract).

EE d’Orig has very high antiradical activity, as evidenced by a low IC50 concentration of
about 4.2 pg/ml, followed by EE Ort, and finally the hydrolates in the in vitro evaluation of
antioxidant activity employing the DPPH free radical scavenger effect.

Protein denaturation inhibition and anti-haemolytic activity tests, which evaluate the stability
of the human red cell membrane, were also conducted on the extracts to determine their anti-
inflammatory properties. Results indicated that Hyd Ort, at different doses, offered more ef-
fective protection against heat protein denaturation than the standard anti-inflammatory medi-
cine, diclofenac sodium. With an extremely high inhibition rate of up to 92.97%, EE Ort was
able to effectively block erythrocyte hemolysis in a dose-dependent manner. This is in com-
parison to the reference anti-haemolytic medicine, Di clone, which only had an inhibition rate
of 75.3%.

Conclusively, Origanum majorana L. exhibits antioxidant activity, while Urtica dioica L. is a
remarkable supplement for reducing inflammation. These established biological actions are
associated with the amount and caliber of flavonoids. Their utilization as renewable resources
can therefore help reduce the effects of oxidative stress, which can cause cardiovascular and
inflammatory disorders.

Keywords : Origanum majorana, Urtica dioica, Antioxidant activity, Anti-inflammatory

activity, Polyphenols, Flavonoids.
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Introduction
Dans le domaine thérapeutique, les plantes aromatiques et médicinales ont suscité un vif
intérét. Effectivement, les éléments naturels extraits de ces plantes ont été trés utiles en
raison de leur apport précieux dans la fabrication de divers produits (Amarti et al., 2011).
Selon Fouché et ses collégues (2000), le savoir traditionnel ancestral qui se transmet de
génération en genération est devenu une source d'information extrémement précieuse pour
Iindustrie pharmaceutique. On connait traditionnellement les effets des plantes médici-
nales, mais leurs propriétés thérapeutiques peuvent différer selon la partie utilisée de la
plante (Colette, 2004). De plus, la biodiversité du continent africain est la plus étendue au
monde, avec de nombreuses plantes utilisées comme herbes, aliments naturels et a des fins
thérapeutiques (Khia et al., 2014).
En raison de sa position géographique au cceur de la Méditerranée, 1'Algérie possede une
végétation abondante et variée. Il est propice a la croissance spontanée de nombreuses
plantes aromatiques. L'étude de la flore algérienne, riche et unique, revét un intérét scienti-
fique essentiel pour comprendre la pharmacopée traditionnelle et la valorisation des subs-
tances naturelles (Baba Aissa, 1991).
Deux familles majeures dans la flore algérienne sont les Lamiaceae et les Urticacées, qui
sont les plus couramment utilisées par les thérapeutes traditionnels. Selon Kechar et ses
collaborateurs (2016), les espéces de ces familles sont considérées comme actives en rai-
son des composés bioactifs qu'elles contiennent. Se sont parmi les familles d'épices et d'ex-
traits a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant sont les plus couramment utilisées a
I'échelle mondiale (Bouhdib et al., 2006).
Environ 260 genres et 7000 especes de Lamiaceae (Labiatae) sont répartis dans la région
méditerranéenne (Mechergui et al., 2010), dont le genre Origanum est trés riche en plantes
économiquement significatives (Giani et al., 2007). Les Urticaceae constituent une famille
de plantes a fleurs comprenant 53 genres répartis en 2625 espéces recensées, dont font par-
tie I’ortie (Rodolphe-Edouard Spichiger et al., 2002).
Origanum majorana, communément appelé marjolaine, fait partie des plantes aromatiques
reconnues depuis des siécles pour leur action apaisante. La composition de la marjolaine,
ou Origanum majorana, inclut des composés bioactifs qui contribuent a ses nombreuses
vertus médicinales. Parmi ces composants, on trouve des phénols simples et des acides
phénols, connus pour leurs actions anti oxydantes et anti-inflammatoires (Karine Jac-

guemard , 2019) . Quant a 1’Ortie (Urtica dioica) est utilisée depuis plus de 2000 ans
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comme remeéde naturel en raison de ses propriétés thérapeutiques. Pour autant, il aura fallu
attendre le début du XXle siécle pour que sa valeur médicinale soit reconnue par les scien-
tifiques. En raison de sa composition protéique équilibrée, de sa teneur eélevée en minéraux
et en vitamines, I’Ortie suscite un grand intérét a la fois sur le plan thérapeutique et nutri-
tionnel (Rodolphe-Edouard Spichiger et al., 2002).

Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans
la recherche de molécules bioactives. Parmi celles-ci on est intéressé dans la pré-
sente étude aux plantes médicinales Origanum majorana L. et Urtica dioica L.
qui possédent plusieurs propriétés biologiques. C’est dans ce contexte que
s’inscrit notre étude dont 1’objectif essentiel consiste a explorer la composition
chimique en métabolites secondaires et la caractérisation quantitative et qualita-
tive par chromatographie sur couche mince ainsi que [’évaluation in vitro de
I’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire des extraits hydro-éthanoliques is-
sus de la partie aérienne des plantes ainsi que ses hydrolats obtenus par hydro
distillation. Ce manuscrit s’articule autour de deux parties : Outre 1’introduction
et la conclusion générale, la premiere partie est une synthése bibliographique
dans laquelle, sont abordés des généralités sur les plantes sélectionnées et les ac-
tivités biologiques étudiées. La deuxiéeme partie est expérimentale divisée en
deux chapitres ; le premier présente le matériel et les méthodes analytiques utili-
sées pour D’extraction, le dosage quantitatif, 1’identification par CCM et
I’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire de nos extraits,

le deuxieme chapitre expose les résultats obtenus et la discussion.
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I. Les plantes médicinales et la phytothérapie
1. La phytothérapie

1.1. Définition

Le terme phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement « soigner
avec les plantes ». La phytothérapie deésigne la médecine basée sur les extraits des plantes et
les principes actifs naturels (Fetayah, 2015). Phytothérapie a été définit par OMS comme la
discipline medicale qui permet le bon usage a des fins préventives ou curatives, des plantes
médicinales et de leurs dérivés, en relation avec les propriétés pharmacologique de leurs pro-
priétés. Elle fait partie des médecines paralléles ou des médecines douces (Strang.,2006). La
phytothérapie est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de partie de plantes ou de
préparation a base de plantes (Allegra et al., 2023).

1.2. Les différents types de la phytothérapie
> Aromathérapie : consiste a utiliser les essences des plantes, ou les huiles essentielles, qui
sont des substances aromatiques produites par de nombreuses familles de plantes. Ces

huiles sont souvent utilisées a travers la peau.

» Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de

vegétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

> Herboristerie : Cette méthode de phytothérapie est la plus traditionnelle et la plus
ancienne. L'herboristerie utilise des plantes fraiches ou séchées, que ce soit au total ou en

partie (écorce, fruits, fleurs).

» Homéopathie : utilise principalement les plantes, mais pas exclusivement ; les trois quarts
des souches proviennent de plantes, tandis que le reste provient d'animaux et de minéraux

(Guemriche et ziyaya, 2021).
2. Les plantes médicinales

2.1. Définition
On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Ces plantes sont des plantes utilisées en phyto-

thérapie pour leurs principes actifs (Schauenberg et al., 2006).
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Une plante médicinale désigne une plante ou une partie d'une plante possédant des propriétées

médicamenteuses par l'action synergique de ses composés actifs sans avoir des effets nocifs

aux doses recommandées. Il s’agit d’une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou sou-

lager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues végeétales dont au moins une par-

tie posséde des propriétés médicamenteuses (EL-Rhaffari L., Zaid A. 2004).

2.2. Composition chimique

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules indirec-

tement essentielles a la vie des plantes (Tirichine, 2010).

>

Les saponosides (saponines) La combinaison d’un triterpéne hydrophobe et d’un
glucide hydrophile confére aux saponosides qui, lorsqu’ils sont agités avec de ’eau,
produisent une mousse savonneuse. Le Terme de saponoside est dérivé de la saponaire

(Saponaria) qui était jadis utilisée comme substitut du savon (Hopkins et al., 2003).

Les alcaloides qui sont typiquement des métabolites secondaires des végétaux. Ils
sont d’une trés grande diversité chimique Ils renferment tous de I’azote dans leur
molécule et présentent en général une réaction alcaline (d’ou leur nom). Ils sont
souvent toxiques, méme pour la plante qui les produit, ils sont donc stockés dans des

territoires cellulaires particuliers (vacuoles, laticiferes) (Heller et al., 2023).

Les flavonoides du latin flavus donc jaune désigne une tres large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols (Marfak, 2003). lls peuvent étre
considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a c6té des
chlorophylles, caroténoides et bétalaines (Ladhem, 2016). On trouve les flavonoides,
d’une maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. lls sont

considérés comme des pigments quasi universels des végétaux (Zerargui, 2015).

Les tanins sont des composés phénoliques complexes. Ces composés sont
naturellement produits par les plantes et se caractérisent par leur facilité a se combiner
aux proteines. En geénéral, ils sont divisés en deux groupes les tanins hydrolysables et

les tanins condensés (Formica et Regeson, 1995)

Les coumarines possédent des propriétés physiologiques et antimicrobiennes. Les
coumarines se trouvent dans nombreuse espéces végétales, et des substances naturelles

organiques aromatiques (Bouabibsa, 2020).
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> Les composés réducteurs constituent probablement la classe la plus vaste et la plus

diversifiée de composés organiques végétaux.

> Les terpenes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité

simple a cinq atomes de carbone (Hopkins et al., 2003).
Il.  Généralités sur les plantes sélectionnées

L 'Urtica dioica L. et I'Origanum majorana L. sont deux plantes médicinales qui possédent
des propriétés bénéfiques pour la santé. Elles sont tous deux réputées pour leurs propriétés

anti-inflammatoires, anti-oxydantes et antibactériennes.
1. Laplante Urtica dioica L.

1.1. Présentation de la famille Urticacées

La famille des Urticacées comprend une cinquantaine de genres et pres de 1000 espéces ré-
parties a travers le monde. On distingue les Urticacées avec poils urticants (genre Urtica) ou
sans (genres Parietaria et Boehmeria). Les Urticacées sont des plantes herbacées élancées a
feuilles stipulées opposées par deux dont, I’épiderme porte des poils (protecteurs, sécréteurs
ou urticants). Il existe une reproduction végétative (c'est-a-dire asexuée). Les fleurs males
possedent quatre sépales et quatre étamines, les fleurs femelles sont formées de quatre sépales

et d'un carpelle, et donnent naissance a un fruit sec : un akene. (Draghi., 2005)

1.2. Présentation du genre Urtica

Le genre Urtica tire son nom du latin uro ou urere qui veut dire « je brlle » faisant allusion a
ses poils urticants qui piquent la peau dont le contact est trés irritant. Ce genre est le plus ré-
pondue dans le monde de la famille d'Urticacée (les orties vraies) qui regroupe environs 40
espéces, la plus commune de toutes est la Grande Ortie (Urtica dioica L.). Les principales
especes du genre Urtica sont : Urtica dioica L., Urtica urens L., (Ortie brdlante ou « petite
Ortie») ,Urtica pilulifera L., (Ortie romaine ou « ortie a pilules») , Urtica nabina L. , Urtica

trovirens Reqg., Urtica membranea Poiret (Draghi, 2005).

1.3. Classification du genre Urtica

Régne : Plantae.

Sous regne : Tracheobionta.

Super division : Spermatophyta.
Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Rosideae dialycarpellées.
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Ordre : Urticales.

Famille : Urticaceae.

Genre : Urtica.

Espeéce : Urtica dioica L. (Afif Chaouche, 2015).

1.4, L’espéce Urtica dioica L.

Le terme «Urtica » vient du verbe « urere » signifiant briler se dit de toute espece de déman-
geaisons similaires a celles provoquées par les piqlres d’orties. Le nom d’espéce « dioica »,
"dioique” en francais, concerne un vegétal dont les fleurs, méles et femelles sont portées par
les pieds différents (Beloued, 2005). Urtica dioica L., a plusieurs noms (Beloued, 2005 ;
Langlade, 2010).

v" Nom latin : Urtica dioica L.

v" Nom vernaculaire arabe : G, DUl iy Cagad g (al 8l

v" Nom Kabyle : Rimezrit, Azekdouf, Harrous.

v Appellation anglaise : Nettle.

v Appellation francaise : Ortie.

1.5. Description morphologique

La grande ortie est une plante herbacée pérenne. Elle est dioique a rhizome et vivace poussant
en colonie. Si leur taille varie habituellement de 60cm a 1m60, il n’est pas rare de trouver des
individus dépassant les 2m (Figure 1). L’ortie est une plante urticante. Les tiges sont carrées,
dressées et non ramifiées. Les feuilles sont vert foncé, opposées deux a deux, pétiolées et den-
tées. Les fleurs des plantes males se présentent sous forme de longs chatons pendants alors
que les fleurs femelles sont réunies en grappes. Le fruit de ’ortie est un akéne. Une autre ortie
d’une taille plus modeste (environ 60cm) est annuelle. Elle est monoique. L’ortie contient des
tanins, des acides organiques, de la chlorophylle, de la vitamine C, de la provitamine A, des

sels minéraux et des gluco-quinines (Larousse, 2001).


https://catoire-fantasque.be/vitamine-c/
https://catoire-fantasque.be/vitamine-a/
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Figure 1: Différentes parties aériennes d'Urtica dioica L. (Site 01 consulté le 20/04/2023)

1.6. Composition chimique

Les principaux constituants de l'ortie dioique sont d’un intérét thérapeutique qui sont différent
selon la partie de plante que I'on étudie, en tant que les extraits des racines et des feuilles sont
largement utilisés en médecine traditionnelle dans de nombreuses régions du monde (Draghi,
2005). La partie chimique active de l'ortie dioique comprend prés de cinquante composés de
la fraction lipophile et dont la structure chimique est connue, a savoir les feuilles de I’ortie
sont riches en flavonoides, ainsi qu’en composes phénoliques, en acides organiques, en vita-
mines et en sels minéraux. La racine contient les lectines, les polysaccharides, les stérols et les
lignanes. L’action urticante de 1’ortie est due au liquide contenu dans ses poils. Ce liquide
renferme au moins trois composés qui pourraient étre a I’origine de ses réactions allergiques :

I’acétylcholine, ’histamine et la sérotonine (5-hydroxy-tryptamine). L’ortie constitue égale-

ment une importante source de protéines et de chlorophylle. Le fruit de |'urtica dioica, est
composé¢ de I’huile fixe contenant d’acides gras saturés et insaturés. Alors que les graines se
composent de caroténoides : B caroténe, lutéine, violaxantine et les polysaccharides (Ait Haj

said et al., 2016).

1.7. Propriétés

Toutes les parties de la plante sont utilisées en médecine traditionnelle. La plante entiére est
employée pour ses vertus diurétiques, anti hypertensives, antidiabétiques, dépuratives, hémos-
tatiques, antiasthéniques, antianémiques, antispasmodiques, antirhumatismales et comme re-

meéde dans les maux de téte et les coups de froid (Hmamouchi, 1999 et Bnouham et al.,

7
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2002). L’ortie est également utilisée pour traiter les affections spléniques, rénales et der-
miques (Daoudi et al., 2008). D’autres utilisations traditionnelles, contre la tuberculose et les
lithiases biliaires et rénales, ont été aussi décrites dans la littérature (Hmamouchi, 1999). En
usage externe, elle est utilisée dans le traitement des aphtes et des hémorroides Ses graines
sont administrées par voie orale pour leurs effets galactogenes et aphrodisiaques et par voie

locale pour traiter la gale et le prurit (Bellakhdar, 1997).
2. La plante Origanum majorana L.

2.1. Présentation de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées ou des Labiées aussi nommeés Labiacees, est une importante famille
des plantes dicotylédones, elle est composée de 258 genres et 6970 espéces d’herbes,
d’arbustes et d’arbres repartie en 8 sous familles ; Ajugoideae, Chloanthoideae, Lamioideae,
Nepetoideae, Scutellarioideae, Teucrioideae, Viticoideae et Pogostemoideae. La famille des
labiées renferme la plupart des plantes aromatiques utilisées en parfumerie, en pharmacie et
dans les préparations culinaires en condiment. Ces plantes doivent leurs propriétés aux es-

sences localisées dans les poils sécréteurs (Bechlem, 2018).

2.2. Présentation du genre Origanum

Le terme origan provient du latin origanum, lui-méme issu de grec origanon. Le terme fran-
cais apparait au Xllléme siecle. En le décomposant étymologiquement, on trouve oros, la
montagne et ganos, éclat, aspect riant, d’ou la signification « qui se plait sur la montagne ».
En effet, ’origan ornait les montagnes méditerranéennes en abondance et assurait leur beauté.

(Bouhaddouda, 2016).

2.3.Classification du genre Origanum

Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Sous-classe : Gamopeétales.

Série Superovariées : tétracycliques.
Super ordre : Tubiflorales.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiaceae.

Sous-famille : Népétoidées

Genre : Origanum

Espéce : Origanum Majorana L. (Figueredo, 2007).
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2.4. L’espéce Origanum majorana L.

La Marjolaine ou Origan des jardins (Origanum majorana L.) est une plante annuelle de la
famille des Lamiaceae, cultivée comme plante condimentaire pour ses feuilles aromatiques.
C'est une espeéce trés proche de I'Origan commun (Origanum vulgare). Elle est parfois appelée
Marjolaine des jardins. Autres noms communs : marjolaine officinale, marjolaine a coquilles
(Dubois et al., 2006).

La marjolaine reconnue par les noms suivants :

v/ Nom latin : Origanum majoranaL.

Nom vernaculaire arabe :(s 8 s, (isSa e, isai) e, slall jie Sl

v" Nom kabyle : (Tagrarat)

v Appellation anglaise : Marjoram, Sweet marjoram,

v Appellation Frangaise : Marjolaine, Allemand- Majoran, italie — Maggiorana (Tripathy et
al., 2017).

2.5. Description morphologique

Origanum majorana L. est une herbacée qui appartient a la famille des Lamiacées ne dépas-
sant pas 80 cm de haut (Iratni, 2016), qui a des feuilles de 1 a 2 cm de long, opposées, vert
grisatre, ovales entieres ; ses fleurs sont petites, blanches ou violettes, disposées en groupes
axiaux serrés avec deux bractées en forme de cuillére (Figure 2)(Lakhrissi, 2015). Les fleurs
de cette plante sont hermaphrodites dans la nature ayant les deux sexes sur la méme plante.
Les graines sont minuscules, ovales, foncées et brunes qui mdrissent d’aolit a septembre.
L’Origanum majorana L. a des racines pivotantes. Elles ont un diametre de 0,2 mm a 0,6 mm,
Les racines de la plante sont de forme subcylindrique et plissées longitudinalement avec des
fissures transversales. Elle a une odeur aromatique et un goQt non persistant. Les fractures

sont longues, irrégulieres et fibreuses (Muqgaddas, 2016).
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Figure 2: Différentes parties aériennes d'Origanum majorana L . (site 02 consulté le
20/04/2023)

2.6. Composition chimique

La marjolaine comporte les composés suivants : les glycosides, flavonoides, alcaloides et sté-
roides (Tripathy, 2016), et il a été montré que Origanum majorana L. contient des ter-
penoides principalement représentés par le 4- ol terpénes et le y terpinéne (El-Akhal et al.,
2014).

2.7. Propriétés

La marjolaine possede des propriétés stimulantes et antispasmodiques (Larousse, 2001). Les
feuilles d'O majorana possedent des activités pharmacologiques dont des Propriétés anti oxy-
dantes (Prerna et Vasudeva, 2015; Duletic et al., 2018) , Antimicrobiennes (Leeja et Thop-
pil, 2007; Amor et al., 2019; DellaPepa et al., 2019), anti-neuro dégénératives (Leeja et
Thoppil, 2007) et anticancereuses (AlDhaheria et al., 2013; AlDhaherib et al., 2013; Ben-
halilou et al., 2019). L'extrait d'O. majoran a été signalé pour inhiber I'adhésion, I'agrégation
et la sécrétion plaquettaires (Yazdanparast et Shahriyary, 2008), et d'extrait éthanolique de
O. majorana a un effet significatif sur les cellules cancéreuses du sein (AlDhaheria et al.,
2013; AlDhaherib et al., 2013). Elle induit aussi la mort des cellules cancéreuses du c6lon in
vitro et in vivo (Benhalilou et al., 2019).
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1. Activités biologiques étudiées

1. L’activité anti-oxydante

Le stress oxydatif est le facteur déclenchant de nombreuses maladies liées a des complica-
tions. La plupart des maladies causées par le stress oxydatif apparaissent avec I'age, car le
vieillissement réduit la capacité de défense anti-oxydante, augmentant ainsi les radicaux libres
de la reproduction des mitochondries (Girodon et al.,2010).

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance qui, lorsqu’elle est présente a des
faibles concentrations par rapport a ceux d’un substrat produit par les oxydants, les radicaux
libres, les métabolites réactifs de 1’oxygene, retard de considérablement ou empéche
I’oxydation de ce substrat (Ben Chibane. 2013).

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention s'est
portée sur l'activité anti-oxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des mala-
dies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et la
maladie d’Alzheimer en combattant le stress-oxydant (Meddour et al., 2013).

Les extraits des plantes médicinales ont un rble neutralisant des espéces réactives de
I’oxygene (ERO). Leur activité anti-radicalaire, vis-a-vis de 1’anion super-oxyde O2°-, du
radical hydroxyle OH°® et du radical oxyde nitriqgue NO° a été déterminée par spectrophotomé-
trie. De nombreuses études ont montré que les extraits *méthanolique et éthanolique des
feuilles présentent un effet antioxydant remarquable vis-a-vis du radical 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) (Kataki et al., 2012 ; Khare et al., 2012 et Pourmorad et al., 2006).
La chélation du fer ferreux a été évaluée en utilisant la ferrozine qui forme un chromophore

rouge avec le fer résiduel (Fe (I1)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm.

2. L’activité anti-inflammatoire

L’inflammation est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a une
agression d’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogene (cellules
cancéreuses ou pathologies auto-immunes), dont le but d’éliminer 1’agent pathogéne, réparer
les 1ésions tissulaires et favoriser le retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu Iése.
(Barton, 2008). Parfois I'inflammation peut étre néfaste du fait de lI'agressivité de I'agent pa-
thogene, de sa persistance, du siége de l'inflammation, par anomalies des régulations du pro-
cessus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant
dans l'inflammation. D’un autre co6té, la surproduction des espéces réactives d’oxygeénes au-
dela des capacités anti-oxydantes des systemes biologiques donne lieu au stress oxydant qui

est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies allant de I’artériosclérose au cancer tout
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en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le processus du vieillissement.
Cependant, I’utilisation de substances chimiques de synthése anti-inflammatoires est accom-
pagnée toujours d’effets secondaires indésirables, alors que 1’utilisation de composés phyto-

chimiques s’aveére utile et sans effets secondaires (Saso et al., 2001).

Les plantes médicinales sont reconnues pour leurs propriétés anti-inflammatoires,
offrant une alternative naturelle pour atténuer I'inflammation. Des composes bioac-
tifs présents dans des plantes telles que la marjolaine, le curcuma, le gingembre, la
menthe poivrée, la grande ortie et le romarin ont démontré des effets anti-
inflammatoires significatifs. Ces composés agissent en modulant les voies inflam-
matoires, en réduisant la libération de médiateurs pro-inflammatoires, et en dimi-
nuant I'expression des geénes impliqués dans l'inflammation. L'inflammation, bien
gu'essentielle pour la réponse immunitaire, peut devenir problématique en cas
d'inflammation chronique, associée a diverses maladies dégénératives. Les plantes
anti-inflammatoires offrent ainsi une approche naturelle pour soulager [I'inflamma-
tion et ses effets néfastes sur la santé, ouvrant la voie a des traitements alternatifs

efficaces et mieux tolérés (La Farmacia di Dio, 2020).

L'effet anti-inflammatoire in vitro en utilisant la méthode d'inhibition de la dénatura-
tion des protéines (Sérum Albumine Bovin) (Rahman et al., 2012) et la méthode
anti hémolytique, qui teste la stabilité de la membrane des globules rouges humains
(Yang et al., 2005).
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I. Matériel et méthodes

Le travail expérimental, vise a étudier la phytochimie et a évaluer in vitro les activités an-
tioxydante et anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des plantes médicinales Urtica
dioica L. et Origanum majorana L. ainsi que leurs hydrolats. La partie pratique a été menée
au laboratoire de biochimie de I'Universite Abbes LAGHROUR-Khenchela, et au laboratoire
central de I'népital Ahmed BEN BELLA-Khenchela-.

1. Matériel

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne seche des plantes Origanum majorana
L. et Urtica dioica L., obtenue chez un herboriste spécialisé, puis broyée au broyeur pour ob-
tenir une poudre fine. Jusqu'a son utilisation, elle est conservée dans un récipient en verre

fermé hermétiquement.

1.1.2. Echantillons du sang
Deux échantillons du sang ont été recueillis a partir des personnes saines non-fumeurs pour

I’évaluation de I’activité anti-hémolytique des extraits.

1.2.Médicaments
Deux médicaments ont été utilisés comme contrdle positif pour I’évaluation des activités anti-

hémolytique et anti-inflammatoire.

> Le médicament anti-hémolytique « Dicynone » de concentration 250 mg pour 1’activité
anti-hémolytique.

» Le médicament anti-inflammatoire « Diclofinac », avec une concentration de 250 pg/ml.

1.3. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces pro-
duits: FeCls, HCI, acide acétique, NaOH, NH4OH, KI, I, NaCl, AICls, dimétylsulfoxide
(DMSO0), quercétine, chloroforme, toluéne, acétone, éthanol, dichlorométhane, hexane, Folin-
Ciocalteu, trichlorure de fer, Diphénylpicryl-hydrazyl (DPPH), carbonate de sodium, toluéne,
trichlorure d'aluminium, méthanol, n-butanol, éther de pétrole, acétate d'éthyle, chloroforme,
acide sulfurique, ammoniaque, tampon phosphate, acide ascorbique, acide gallique , acide

acetique, acide chlorique, Wagner et des plagues CCM.; proviennent tous de Sigma-Aldrich.
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Quant a I’appareillage utilisé : Rotavapeur (HAHNVAPOR), Spectrophotomeétre (SPEC-
TRUM SP-UV 2005), Chambre d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER LOURMAT),
Bain Marie (nlive bath, MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec ventilation
(MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP), Balance analytique
(OHAUS), Balance (KERN PCB), Centrifugeuse (EZ Swing 3K, Rotofix 32 A), Réfrigérateur
(LIEBHERR), Plaque chauffante (LABTECH), Autoclave (RAYPA) et pH metre (HANNA
INSTRUMENTS).

2. Méthodes

2.1. Préparation de I’extrait éthanolique

La poudre de la partie aérienne des plantes médicinales : la marjolaine (Origanum majorana
L.) et I’ortie (Urtica dioica L.) mises a macérer dans un melange éthanol/eau (7;3) pendant 24
heures a température ambiante. Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. L’extrait hydro-alcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du mé-
lange dont I’éthanol a été éliminé par évaporation sous pression réduite via un rotavapeur a la
température 65°C (Figure 3) permettant ainsi d’obtenir les extraits éthanoliques bruts (EE
Org), (EE Ort) qui sont conservés a -4°C (Tadeg et al., 2005).

Figure 3:Rotavapeur utilisé pour sécher les extraits éthanoliques
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2.2. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement des extraits éthanoliques est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids

de la plante en poudre utilisée. 1l est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Ps
Rendement d'extraction (%) = P_p * 100

Ou : Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (g).

Pp : Poids de la poudre en gramme (g).

2.3. Préparation de I’hydrolat

L’eau florale, ou hydrolat, est obtenue lors de 1’extraction par hydro distillation de I’huile
essentielle en utilisant un appareil de type Clevenger. La matiere végétale seche choisie (la
marjolaine et I’ortie) est placée dans un ballon en verre a fond rond, additionné d’une quantité
d’eau distillée, puis chauffée, I’huile essenticlle a été entrainée par la vapeur d’eau. Les va-
peurs sont condensees dans un réfrigérant, le liquide recueilli résulte en un distillat avec une
couche d’huile essentielle a la surface. Apres repos du liquide, I’huile se sépare de 1’eau par
différence de densité (Figure 4). Les hydrolats obtenus (Hyd Org) et (Hyd Ort) ont été récu-

péré et mis dans des flacons opaques conservés dans le réfrigérateur jusqu'a son utilisation.

CUVE DE DISTILLATION

REFRIGERANT

Vapeur d’eau
chargée d’huile

essentielle .
Vapeurs condensées

ESSENCIER

/ Huile essentielle

'SR
P

( P —
o L R e o~ AR \ —_ J
{ £ L Chaleur £ ¢

ANANANNANN \ ki

Eau + plantes
aromatiques

.

Figure 4: Schéma de I’extraction par hydro distillation (Huile essentielle/Hydrolat)(site 03
consulté le 06/05/2024)
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2.4. Criblage phytochimique

Le screening chimique est une méthode qui implique I'exécution de réactions chimiques pour
détecter et identifier les différentes catégories de substances chimiques naturelles présentes
dans une plante. Ces substances sont souvent associees a des propriétés pharmacologiques
spécifiques. Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits éthanoliques d’Origanum
majorana L. et Urtica dioica L.et leurs hydrolats, les résultats obtenus ont été évalués comme
suit : (+) : Positif ; (-) : Négatif.

> Recherche des tanins
2 & 3 gouttes de la solution de FeCls a 2%, sont ajoutées a 2 ml des extraits. La solution obte-
nue est reposée pendant quelques minutes. Le test est considéré positif s’il y a 1’apparition

d’une coloration bleue-noire et un précipité.

» Recherche des saponosides

v Test 1: 5 ml des extraits sont mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 min. La for-
mation d’une mousse persistante apres 15 min confirme la présence des saponosides.

v" Test 2 : 5 ml des extraits sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfu-
rique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence

des triterpénes hétérosidiques.

» Recherche des flavonoides
5 ml des extraits sont traités avec quelques gouttes d’AlClz (1%). La présence des flavonoides

est confirmée par I’apparition d’une coloration jaune.

» Recherche des coumarines
Les résidus secs sont dissous dans 1’eau distillée par chauffage. Apres refroidissement, la so-
lution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute 05 ml
de NHsOH 10% dans le 2eme tube. L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte sous UV a

365 nm indique la présence des coumarines.

» Recherche des composes réducteurs
Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des traces de
FeCls et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de FeCls sont ajoutés a 1 ml de chaque
extrait ; la présence des composés réducteurs est confirmée par la formation de deux phases,

une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique)
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> Recherche des alcaloides
Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. 5 ml d’HCI (2N) sont
ajoutés aux extraits puis chauffer dans un bain marie. Apres la filtration, le filtrat est traité
avec le reactif de Wagner (2g de Kl et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée). La

présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels.

2.5. Etude quantitative
2.5.1. Dosage des polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin Ciocalteu

selon la méthode citée par (Wong,2006)

®,

% Principe

La teneur phénoligue totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec le spec-
trophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-Ciocalteu.
Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide phospho-tungstique
phospho-molybdique (réactif Folin) dans une solution alcaline.

0,

« Méthode

Brievement 200 ul de chaque extrait et de (dissous dans le méthanol) et de chaque hydrolat
ont été ajoutés a 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélan-

gées et incubées pendant 4 minutes.

Apreés I’incubation 800 ul de la solution de carbonate de sodium Na,COs (7,59 /1) a été ajou-
tée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans 1’obscurité et tempéra-

ture ambiante. L’absorbance des extraits a été mesurée par un Spectrophotométre UV-Vis a

double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS) a 765 nm.

%+ Expression des résultats
La concentration des polyphénols est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon 1’acide gallique (2 a 5 pg /ml) et expri-
mée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG

/mgq).

2.5.2. Dosage des flavonoides
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane (2007) est utilisée pour

quantifier les flavonoides dans nos extraits.
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% Meéthode
Iml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) et d’hydrolat, avec les dilu-
tions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlICl3 (2% dans le métha-
nol). Le mélange a été vigoureusement agité et 1’absorbance a 430 nm a été lue apres 10 mi-

nutes d’incubation.

% Expression des résultats
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(y=ax+b) réalise par un standard étalon "la quercétine™” a différentes concentrations (1.75-40
pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en micro-

grammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

2.6 Etude qualitative (Identification des flavonoides par CCM)

Cette méthode repose sur la séparation des composants d'un extrait en fonction de leur capaci-
té a migrer dans une phase mobile, généralement un mélange de solvants adapté a la sépara-
tion recherchée, et leur affinité pour la phase stationnaire, qui peut étre un gel de silice ou de
polyamide. Bien que les techniques chromatographiques ne permettent pas d'identifier un
produit de maniére concluante, elles fournissent des indications telles que le rapport frontal
(Rf) et la coloration, qui peuvent orienter vers des hypothéses sur les structures des compo-

sants.

2.6.1. Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silice gel, sur support rigide en
aluminium 20/20 Cm. L’extrait est déposé a I’aide d’une micropipette (2 pl) a des points re-
péres a 1.5 cm du bord inférieur de la plaque. Les plaques sont placées dans les cuves de dé-
veloppement, a environ 0,5 cm de hauteur. Dans lesquelles se trouve plusieurs systemes de
migration testés appelés phase mobile et les meilleurs systémes choisis, ceux qui ont donné

une bonne séparation sont :

Phasel : Butanol/ acide acétique/l’eau distillée (4/1/5).
Phase 2 : Toluéne/acétate d’éthyle / méthanol (5/3/1).
Phase 3 : Acide acétique/ toluéne/ méthanol (3/5/1).
Phase 4 : Acétone/eau distillée (1/1).
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2.6.2. Révélation
Aprés développement, les plaques ont été séchées, puis visualisées séparément sous une
lampe UV a 254 et 365 nm dans une chambre noire. Les rapports frontaux (Rf) des spots issus
de la séparation ont été calculés selon le rapport suivant : Rf=h /H

h : Distance parcourue par la substance.

H : Distance parcourue par le solvant.
Ce facteur permet de mentionner une information préliminaire sur la structure de substances
des flavonoides. La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur pola-
rité (Zeghad, 2009).

2.7. Etude in vitro des activités biologiques

2.7.1. Evaluation de Pactivité anti-oxydante (Test de piégeage du radical libre DPPH)
Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par 1’activité du balayage du radi-
cal libre stable DPPH (C18H12NsOs) qui est I’un des essais principaux employés pour explorer

I’utilisation des extraits d’herbes comme antioxydants (Bastos et al., 2007).

% Principe
En présence des piégeurs des radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl-1- picryl hydrazyl) de
couleur violette se réduit en (2,2-diphényl-1-picryl hydrazine) de couleur jaune (Figure 5)
(Maataoui et al., 2006).

NOZ Q @
OZNQN'—N + AH——0 NQ—N—N

VIOLET

JAUNE

Figure 5:Réduction du DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2004)

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par 1’antioxydant (AH) selon la réaction sui-

vante : DPPH + AH =) DPPH-H + A
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(AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH (violet) pour le
transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune). L’activité du balayage du radical DPPH a

été mesurée selon le protocole décrit par (Lopes-Lutz et al.,2008 ).

% Meéthode
Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,3 Mm. Dans des tubes
on introduit 2,5 ml de chaque hydrolat et de chaque extrait (1mg/ml) d’une solution méthano-
lique mére avec des dilutions convenables. A chaque volume de 1,5 ml de la solution métha-
nolique du DPPH, un volume de 15 pl de chaque concentration préparée de chaque extrait est
ajouté. Apres agitation et incubation a la température ambiante pendant 30 min, les densités
optiques des mélanges réactionnels sont mesurées par le spectrophotométre a 517nm contre
un blanc préparé dans les mémes conditions. Le contrdle négatif est composé de 1ml de la
solution méthanolique au DPPH et de 2,5 ml de méthanol. Le contrble positif est représenté

par une solution d’un antioxydant standard qui est 1’acide ascorbique.

s L’expression des résultats
En présence d’un antioxydant la force d’absorption est diminuée et la décoloration résultante
est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d’électrons captés (Bastos et al., 2004).
Les résultats sont exprimés en tant que I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (1%)

en utilisant la formule suivante (Wang et al., 2006).

1% = (

A1-A0
Al

) * 100

Ou:
» AO0: Absorbance d’échantillon.
> Al: Absorbance du control négatif.

La valeur IC 50, a été déterminée pour chaque extrait est définie comme étant la concentration
de substrat qui cause la perte de 50% de I’activit¢ de DPPH (couleur), les valeurs IC 50
moyennes ont été calculées par les régressions linéaires de trois essais separés ou 1’abscisse
est représenté par la concentration des extrais et des hydrolats testés et 1’ordonnée par

’activité anti-oxydante en pourcentage (Mensor et al., 2001).

2.7.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques et des hydrolats d’Origanum majorana
L. et d’Urtica dioica L. a été effectuée in vitro selon la méthode d’inhibition de la dénatura-

tion thermique des protéines et I’activité anti-hémolytique.
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2.7.2.1. Méthode de dénaturation du SAB (Sérum Albumine Bovin)
L’activité a été effectuée avec 3 types de concentrations pour chaque extrait (0.5mg/ml,

1mg/ml et 2 mg/ml). La méthode consiste a préparé quatre solutions (Chinna et al., 2015)

» La solution d’essai (0,5 ml) : composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum albu-
mine bovin (SAB) 5 % et 0,05 ml d’extrait.

» La solution control test (0,5 ml) : composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de SAB 5 %
et 0,05 ml d’eau distillé.

» La solution contrdle produit (0,5 ml) : composé de 0,45 ml d’eau distillée et 0,05 ml
d’extrait.

» La solution standard test (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de SAB 5 %
et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec une concentration de 250

pg/ml.

Les échantillons ont été incubées a 37 ° C pendant 20 min, ensuite la température était aug-
mentée pour garder les échantillons a 57°c pendant 3 min, apres refroidissement des tubes, 2,5
ml de la solution phosphate tampon saline (pH 6,3) a été ajouté aux solutions ci-dessus,
I’absorbance a été lue par le spectrophotométre UV-visible & 416 nm, et le pourcentage

d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculée comme suit (Su et al., 2006) :

P 1=100 - [(DO de la solution d’essai - DO de la solution contréle produit) / DO de la solu-

tion d’essai] * 100

> Le contr6le représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec
Diclofinac sodium (250 pg/ml).

2.7.2.2. Evaluation de P’activité anti-hémolytique
L’effet anti-hémolytique des extraits et des hydrolats a été réalisé selon la méthode de Yang

et ses collégues (2005) :

% Préparation des globules rouges
- 5 ml de sang d’une personne saine ont été recueillis dans des tubes traités a ’EDTA, puis
centrifugés pendant 5 min a 1000 tr/min.
- Le surnageant a été éliminé et le culot a été lavé trois fois avec du tampon phosphate saline
(PBS) (0,2 M et pH 7,4) (Annexe) puis remis en suspension dans une solution saline (4 %).
- L’opération de lavage a consisté en une série de centrifugation & 1000 tr/min pendant 5 min

de la suspension du culot dans le PBS.
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- Aprés la derniére centrifugation, 0,4 ml du culot ont été additionné a 9,6 ml de tampon
phosphate saline (0,2 M a un pH de 7,4) pour obtenir une solution érythrocytaire

d’hématocrite a 4%.

% Préparation de I’extrait et de ’hydrolat
Differentes concentrations des extraits et des hydrolats (1 mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25 mg/ml) ont

été préparés dans le PBS.

% Protocole expérimentale
- Mettre dans des tubes 1 ml de la solution érythrocytaire préparée avec 0,5 ml des extraits
(dilués avec le PBS) a différent concentration initiales ;
- Incuber les tubes a 37 °C pendant 20 min ;
- Ajouter 0,5 ml de la solution de NaCl (2 %) dilué avec le PBS au mélange réactionnel ;
- Centrifuger les tubes a 1000 tr/min pendant 10 min ;
- Récupérer le surnageant
- Lire I’absorbance du surnageant (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 540 nm a ’aide
d’un spectrophotométre ;
- L’hémolyse relative a été évalué en comparaison avec 1’hémolyse induit par NaCl en ab-
sence des extraits (contr6le négatif).
- Un médicament anti-hémolytique (Dicynone 250 mg) dissout dans le tampon PBS et en ab-
sence des extraits a été utilisé comme contréle positif.
- Chaque série d’expérience a été effectuée en triplicata et le % d’inhibition de I’hémolyse par

les extraits a été calculé.

%+ Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante (Miki et al.,
1987) :
Pl = ((Ac — Aext) /Ac) *100

» Ac: absorbance du control négatif.
» Aext: absorbance de I’extrait.

7

% Etude statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple. Les résultats ont été exprimés en moyenne +
Ecart-type
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Il. Résultats et discussion

L'objectif de cette étude est d'analyser la composition phytochimique et d'évaluer in vitro les
activités antio xydante et anti-inflammatoire de I'extrait éthanolique de la partie aérienne de
deux plantes médicinales, & savoir « Origanum majorana L. » et « Urtica dioica L. » ainsi

que de leurs hydrolats.

1. Rendement de I’extraction
Le rendement de 1’extraction, la couleur et I’aspect des extraits éthanoliques issus de la marjo-

laine et I’ortie sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Rendement et caractéristiques des extraits issus d'Urtica dioca L. et d’Origanum

majorana L.
Plante Extrait | Couleur Poids du Poids de | Aspect | Rendement
L. I’extrait en
Matériel
Végétal @
en (9)
Urtica EE Ort | Vert 204 52 17.10 %
dioica L.
0,
EE Org Visqueux 13.52 %

Origanum Marron 304 28
majorana L.

Dans notre recherche, nous avons effectué une extraction de composés phénoliques a partir
d'Urtica dioica L. et d'Origanum majorna L. en utilisant 1’éthanol comme solvant. Les résidus
secs d'extrait brut obtenus étaient respectivement de 529 et 28g. Les calculs de rendement,
basés sur la masse de matiére végétale séche de la partie aérienne des plantes, ont révélé un
rendement de I’EE Ort d'environ 17.10 %, supeérieur a celui d'EE Org égale a 13.52 %. Dans
notre approche, nous avons opté pour une extraction a froid par simple macération, une mé-
thode discontinue nécessitant le renouvellement progressif du solvant jusqu'a épuisement de
la matiére végétale. Cette méthodologie rend difficile la comparaison de nos résultats avec
ceux de la littérature, car les rendements varient en fonction de divers facteurs tels que I'es-

péce végétale, I'organe utilisé pour I'extraction, les conditions de séchage, la composition me-
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tabolique spécifique a chaque espece, ainsi que les propriétés du solvant utilisé et sa polarité.

(Mohammedi, 2006)

2. Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques mettent en évidence les diverses familles de composés presentes
dans les feuilles et les tiges d'Urtica dioica L. et d'Origanum majorana L. en utilisant des ré-
actions de précipitation ou de coloration, spécifiques a chaque famille de composés, les résul-
tats obtenus sont représentés dans les tableaux suivants :

Tableau 2: Screening phytochimique des extraits éthanoliques et des hydrolats d’Urtica
dioica L. et Origanum majorana L.

Test phytochimique Résultat et observation
EE Ort Formation
d’une
EEOrg | + | mousse per-
sistante apres
15 min
Saponosides Test de la
mousse
Hyd Ort | - | Absence de
la mousse
persistante
Hyd Org aprés 15 min
EE Ort
Apparition
. d’une colora-
Flavonoides AICls EE Org + tion jaune
Hyd Ort
Hyd Org
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EE Ort
Apparition
d’une colora-
EE Org tion bleue
noiratre et un
précipite
aprés 3 min
Tanins FeCls
Hyd Ort Absence de
coloration
bleue noi-
ratre et un
précipité
Hyd Org aprés 3 min
EE Ort
Composés Acide sulfu- —gg Org Apparition
réducteurs | rique/ Acide de 2 phases :
ace- brune- rouge
tique/FeClI3 et bleue-
Hyd Ort verte
Hyd Org
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EE Ort Présence
d’une fluo-
rescence
bleue ou

verte  sous
Coumarines | NHsOH 10% lampe UV

Absence de
fluorescence
bleue ou
verte sous
lampe UV

EEOrg | -

Hyd Ort Présence d’une
flurescence
bleu verte sous

EEOrt | + | Précipitation :
et turbidité ]

EE Org | - | Pas de préci-
pitation ni de
turbidité

Alcaloides Wagner ‘

EE Ort

EE Org

Chloroforme/ Apparition

Hyd Ort d'une couleur

rouge-

+ | maronne de
la couche

d’interface.

Terpénoides Acide
Sulfurique
concentré | Hyd Org
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Les résultats sont exprimeés selon :

e Réaction positive (+)
e Réaction négative (-)
e Non déterminé (ND)

A la suite des tests phytochimiques effectuées sur les extrais issus d'Ortie et d’Origan, nous
avons montré une diversité d'intensité et d'hétérogénéité pour les métabolites secondaires pro-
duits par ces plantes étudiées. En ce qui concerne les extraits éthanoliques, il y a une forte
teneur de tanins, saponosides, flavonoides, composés réducteurs et terpénoides, dont la pré-
sence de ces métabolites permet de justifier I’attention attirée par les scientifiques vers ces
plantes. Or, nous avons enregistré une absence des coumarines et alcaloides au niveau de ’EE
Orig. Par contre, les hydrolats, elles sont dépourvues des tanins, saponosides et alcaloides
pour les deux espéces, perdus probablement lors de I’hydrodistillation avec les huiles essen-
tielles obtenues et séparées selon la densité. De facon générale, les familles chimiques détec-
tées par les travaux de ces auteurs sur les feuilles sont en accord avec nos résultats vis-a-vis de
la présence des tanins, les flavonoides, des alcaloides et des anthocyanes (Afif chaouche,
2015) et (Toubal, 2018). De nombreux facteurs affectent les différences des métabolites se-
condaires d'une plante a l'autre d'une méme espece, notamment les milieux biotiques et abio-

tiques, I’age de la plante et surtout la période de récolte (Toubal, 2018).
3. Analyse quantitative

3.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisée par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes concentra-
tions (Figure 6), dont la teneur en polyphénols totaux des extraits (Figure 7) est exprimée en

microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG /mg).
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Figure 6: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).

Le dosage des polyphénols totaux des différents extraits a été effectué selon la mé-
thode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. C’est 1’'une des méthodes les plus anciennes congue
pour déterminer la teneur en polyphénols des plantes médicinales et les nourritures
(Douaouya et al., 2022). L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la mé-
thode de Folin-Ciocalteu (Maisutthisakul et al., 2008).

Teneurs en polyphénols

Concentration (ug EAG/mg)

EE Onig Hydr Orig EE Ort Hydr Ort

Les extraits

Figure 7: Histogramme représente la teneur en polyphénols totaux des plantes Urtica dioica L. et
Origanum majorana L.
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Une vue d’ensemble de la représentation graphique nous laisse remarquer que les te-
neurs en phénols totaux de la marjolaine ont comprises entre 265,27+£10.5 ug équivalent acide
gallique/mg d’extrait (EE Orig) et 82.94+6.69ug équivalent acide gallique /mg d’extrait (Hyd
Orig), Or la teneur ¢levée a ¢ét¢ enregistré au niveau de 1’hydrolat de [’Ortie

(35839118.569“9 EAG /mg) par rapport a I’extrait éthanolique avec 77.32 ug EAG /mg.

Une étude qui a été effectuée par Timalsina ,et ses collegues (2024), ces derniers ont
trouvé des valeurs tres inférieures a nos reésultats soient seulement de cette différence peut
ainsi étre expliquée par, la région de la récolte, la période de récolte et enfin la délipidation de
I'extrait de maniére a ne doser que les polyphénols, car le Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique
qu’aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec ce dernier et donner un

taux apparent élevé en polyphénols (Tawaha et al., 2007).

En effet, le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a

une autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

- Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, agressions et

maladies...etc (Miliauskas et al., 2004).

- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Lee et al., 2003).

- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Morais et al., 2011).

3.2. Dosage des flavonoides

La quantification des composés flavoniques a été faite en fonction d’un courbe d’étalonnage
linéaire (y= ax+b) réalisée par une solution étalon (la quercétine) a différentes concentrations
(Figure 8) dont la teneur en flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalents quercé-

tine par milligramme d’extrait/ d’hydrolat (ug EAG/mg d’extrait).
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Figure 8: Courbe d'étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).
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Figure 9: Histogramme représente la teneur en flavonoides des plantes Urtica dioica L. et Origanum
majorana L.

La raison principale pour laquelle, on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le fait
que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de 5000
composés déja decrits (Gomez-Caravaca et al., 2006, Amaghnouje et al., 2024).

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure révéle
une richesse de I’extrait EE Org avec un taux de 31,53 £3,11ng EQ/mg d’extrait par rapport a
I’EE Ort avec une teneur faible a raison de 16,17+2,01 ug EQ/mg d’extrait, suivis par les hy-

drolats avec des teneurs faibles comparables (Figure 9).
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Les flavonoides sont des pigments naturels largement répandus chez les plantes. lls
protégent 1’organisme contre les dommages oxydatifs tels que les rayons ultraviolets, la pollu-
tion de I’environnement, les produits chimiques, etc (Martinez-Florez et al., 2002). Ce
groupe est I’un des groupes ubiquitaires le plus large ment distribués chez les végétaux et les
antioxydants extraits des plantes sont en majeur partie des composés phénoliques dont les
flavonoides, les tannins et les acides phénoliques (Poblocka-Olech et al, 2016).

L’étude réalisée par Djeridane et al., 2007 a montré que 98% des polyphénols totaux
de la partie aérienne sont des flavonoides, ceci se rait évident étant donné que c’est la partie
aérienne qui joue un rdle important dans la protection contre les rayonnements solaires (Ryan
et al., 2002) et que ce groupe de composés phénoliques intervient dans la coloration des
feuilles et des pétales des fleurs (Havsteen, 2002 ; Gervaise, 2004).

4. Analyse qualitative

4.1. Résultats de I’étude qualitative par CCM

L’analyse qualitative de contenu phénolique par 1’utilisation de CCM nous a permis
d’avoir les empreintes flavonoiques composant nos extraits. L’identification des composés a
été basee sur la comparaison des Rfs et les couleurs observées sous lampe UV. Les résultats

obtenus sont représentés dans les figures 10 et 11 et le tableau 3

4.1.1. Extort

« TEM » « AED »

Figure 10 : Photo du chromatogramme résultant de 1’analyse de I’EE Ort par CCM sur gel de
silice par les systemes 2 : (TEM) et 4: (AED) a 365 nm
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4.1.2. Extorg

« BAED » « ATM »

Figure 11: Photo du chromatogramme résultant de I’analyse de I’EE Orig par CCM sur gel de
silice par les systémes de solvants 1: (BAED), 3: ( ATM) eta 365 nm

Tableau 3: Résultats de la CCM des extraits EE Ort et EE Orig

Systéme Extrait Couleur sous Rf Constituants | Figure
uv (cm) possibles
Bleu blanc 0,301 Acide phenol
Noir 0,603
Bleu 0,650 Agth:)cyaq:jdine Figure
Systéme 1 EE Org Rouge 0,888 -glycostdes 144
BAED
Bleu Fluores- Flavonols, fla-
cent 0,825 vonones,
Jaune 0,117 Acidepheénol
Flavanols
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Flavonols, fla-
Systeme 2 EE Ort vonones, isofla-
vone, flava- | Figure
Violet 0,2 nones, acide |[10:
phénol TEM
Jaune blanc 0,4
Vert blanc 0,870 Anthocyanidine
3-glycosides
Jaune 0,310 Anthocyanidine
3 glycosides
Figure
\ Orange 0,402 1L
Systeme 3 EE Org ATM
Marron 0,436
Jaune blanc 0,482
Rose 0,574 -
Vert 0.609 Anthlocyar_ndlne
Vert blanc 0,655 3 glycosides
Blanc 0,689
Rouge 0,724
Blue violacé 0,781
Rose blanc 0,281 Flavonols, fla-
vonones, isofla-
vone, flava-
nones, acide
phénol
Rose 0,330 Figure
Systeme 4 EE Ort Acidephénol |10
Rouge 0,373 AED
Rouge blanc 0,471
Orange 0535 Anthocyar)idine
3-glycosides
Orange blanc 0,570
Flavonols
Bleu 0,718 . )
Acide phénol
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Ces tableaux illustrent les rapports frontaux des différents composés flavonoiques appa-
rus en fonction des différentes phases mobiles utilisées, ainsi que la couleur révélée sous
lampe UV pour les deux extraits éthanoliques testés. Un ensemble des spots a été obtenu par
les différents systemes solvants utilisés avec plus de composés pour I’EE Orig par rapport a

celui d’Ortie.

La CCM nous a permis de contrdler la qualité de nos extraits, méme si elle n’est pas suf-
fisante pour identifier un constituant précis. Elle nous a permis d’obtenir des renseignements
outils sur les éléments constitutifs de nos extraits (fluorescence, coloration et facteurs de re-
tention). D’aprés la littérature (mentionnée dans le tableau), les couleurs des spots et leurs Rf
nous ont permis de déduire que nos extraits éthanoliques sont majoritairement composés

d’anthocyanidines, de flavonols, d’acides phénoliques et de flavones.

5. Résultats des effets biologiques in vitro

5.1. L’activité antioxydante (Test scavenger du radical libre DPPH)

Plusieurs méthodes sont utilisées expérimentalement pour la détermination in vitro de
I’activité antioxydante, nommées d’apreés le nom de la substance utilisée comme source de
radicaux libres, par exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen
radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS
(2,2azinobis-3-ethyl-benzothyazoline-6-sulphonate) et DPPH+ (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) etc. 1l est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez dif-
férents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits simi-

laires (Georgieva et al., 2010).

L’activit¢ antioxydante des extraits EE et des hydrolats d’Urtica dioica L.et
d’Origanum  majorana L. vis-a-vis le radical stable DPPH a été évaluée spectro-
photométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm selon la réaction suivante :

DPPH + AH ==>DPPH-H + A

La valeur d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) est déterminé graphiquement a partir

de la courbe [% inhibition = f (Concentration)] dont une valeur faible d’IC50 indique une ac-

tivité anti-radicalaire puissante (figures 12 et 13).
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Figure 12 : Pourcentages d'inhibition du DPPH en fonction de la concentration des extraits
éthanoliques et des hydrolats
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Figure 13 : Concentrations des extraits, des hydrolats et de I’acide ascorbique qui inhibent
50% du radical DPPH

Le profil de P’activité antioxydante obtenu révéle une augmentation des pourcentages
d’inhibition (PI) en fonction des concentrations des différent extraits c-a-d une activité anti-
radicalaire dose dépendante. Ceci montre que 1’espéce Marjolaine posséde un grand poten-
tiel anti-oxidant; d’aprés les résultats illustrés dans la figure 13, nous avons remarqué que

I’EE Org montre un grand pouvoir réducteur suivis par I’EE Ort, suivis par les hydrolats des
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deux plantes médicinales.

A partir des courbes, nous pouvons calculer la concentration IC50 pour mieux caractériser le
pouvoir antioxydant. Nous constatons une concentration d’IC50égale a 0,0042mg/ml pour
I’EE Org, tres inférieure a celle enregistrée par Neghmouche et ses collaborateurs (2023)
pour le méme extrait éthanolique d’une espece récoltée du Sahara (Eloued) & savoir
18.02mg/ml.

L'activité antioxydante ne peut étre attribuée seulement aux polyphénols, en plus des flava-
nols et lI'acide hydroxy cinnamique (Lam et Ng, 2009), les parties étudiées de nos plantes
contiennent d'autres composés ayant un effet antioxydant tels que les tocophérols, les caro-
ténoides, les flavonoides et les glucosinolates (Timalsina et al., 2024).

5.2. L activité anti-inflammatoire
L'effet anti-inflammatoire des extraits issus de la marjolaine et I’ortie a été démontré in vitro a
l'aide de la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines : sérum albumine bovin

(SAB) et l'activité anti-hémolytique, qui teste la stabilité de la membrane des hématies hu-

maines.

5.2.1. Inhibition de la dénaturation du SAB

Le test de 1’activité anti-inflammatoire par la méthode d’inhibition de la dénaturation de la
protéine sérum albumine bovin (SAB) a différentes concentrations dont les absorbances sont
mesurées a 416 nm (figure 14).

BEE Orig HWEE Ort HCP BEHyd Orig Hyd Ort
100

= =ln]
=

éf 80
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= 40
E 30
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U P —— P
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Figure 14 : Effet des extraits, des hydrolats et du diclofénac sur la dénaturation de SAB
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La figure 14 montre que I’Hyd Ort a différentes doses (1, 0.5 et0.25mg/ml) a donné une ex-
cellente protection contre la dénaturation thermique des protéines, qui est meilleure a celle du
diclofénac sodique (médicament anti-inflammatoire de référence) a la méme concentration,
ceci peut étre expliquée par sa richesse illustrée en polyphénols totaux par rapport aux extraits

restants (Douaouya et al,. 2022).

5.2.2. L’activité anti-hémolytique

Le choix d’étudier 1’activité anti-hémolytique des extraits et des hydrolats des deux plantes
Urtica dioica L.et Origanum majorana L. est motive en raison de son utilisation déclarée en
médecine traditionnelle. Les résultats relatifs de 1’effet anti-hémolytique en fonction de con-
centration, dans un milieu tampon phosphate-saline PBS (0,2 M et Ph 7,4) contenant une sus-
pension érythrocytaire, incubé a 37 °C et en presence des différentes concentrations des diffé-

rents extraits (0,25 mg/ml ; 0,5 mg/ml et 1 mg/ml), sont représentés dans la figure (15).

BEE Orig sEEOrt @CP = Hyd Orig = Hyd Ort
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=

Figure 15 : Evolution de I'effet anti-hémolytique des extraits, des hydrolats en fonction de
leur concentration en comparaison avec le contréle positif

A des doses allant de 0.25mg/ml a 1mg/ml, tous les extraits testés issus des deux plantes mé-
dicinales protegent les membranes des érythrocytes humains contre la lyse induite par une

solution hypotonique.

Selon les résultats enregistrés, I’EE Ort a pu stopper I'hémolyse des HRBC de maniere dose-
dépendante, avec une importance trés élevée allant jusqu'a 92,97% pour la concentration
Img/ml, qui est supérieure a celle du médicament référentiel anti-hemolytique (Dicynone)

avec un pourcentage d’inhibition égal a 75,3%. Zhang et al., (1997) ont trouvé que I’activité
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anti-hémolytique pourrait étre attribuée aux flavonoides qui possedent une activité antioxy-
dante importante. Selon une étude menée par Asgary et al., (2005) ; la rutine a entrainé une
inhibition de I’hémolyse de 42,5% a une concentration de 10 pg/ml uniquement. De méme, ils
ont démontré que la quercétine a inhibé 1’hémolyse de 35,5% et le kaempférol a inhibé

I’hémolyse de 26,9 % a la concentration maximale (10pg/ml) (Douaouya et al,. 2022).
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Conclusion et perspectives

L’usage des plantes médicinales constitue un vrai patrimoine de I’étre humain. La re-
cherche biomédicale a accordé une grande importance a 1’utilisation des plantes médicinales
en phytothérapie, car cette approche permet de prévenir les effets secondaires observés lors de
I’utilisation des médicaments de synthése chimique. La source fiable des principes actifs con-
nus pour leurs propriétés thérapeutiques est toujours les plantes médicinales, ce qui contribue
a préserver la biodiversité vegétale locale.

Urtica dioica L. et Origanum majorana L. sont parmi les plantes utilisées depuis longtemps a
des fins thérapeutiques. Le présent travail, avait pour but d’explorer la composition chimique
en métabolites secondaires et la caractérisation qualitative par CCM ainsi que 1’évaluation in
vitro de I’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire des extraits éthanoliques bruts issus par
extraction solide-liquide de la partie aérienne des plantes étudiées, ainsi que ses hydrolats
obtenus par hydro-distillation, nous a conduit a la conclusion suivante :

> Les extraits éthanoliques sont plus riches en métabolites secondaires (tanins, sapono-
sides, flavonoides, composes réducteurs et terpénoides) que les hydrolats, selon le criblage
phytochimique.

> L’analyse qualitative par CCM a révélé une grande diversité d’empreintes flavo-
noiques susceptibles d’exprimer les activités recherchées, telles que les anthocyanidines, les
flavonols, les acides phénoliques et les flavones, principalement dans I’EE Org.

> Quantitativement, I’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adaptant la mé-
thode de Folin Ciocalteu révele que les teneurs les plus élevées ont été enregistré au niveau de
I’hydrolat de 1’Urtica dioica L., suivie par I’EE Org. Ce dernier étant le plus riche en flavo-
noides selon la méthode du trichlorure d’aluminium exploitée.

> Quant a I’activité anti-oxydante, évaluée a 1’aide de 1’effet scavenger du radical libre
DPPH; les résultats ont montré que 1’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par tous les
extraits testés d’Urtica dioica L. et d’Origanum majorana L. et que I’EE d’Org a eu I’activité
anti-radicalaire la plus élevée, ce qui se traduit par une faible concentration IC50, cela a été en
bonne corrélation avec la teneur en flavonoides qui constituent des puissants agents antioxy-
dants.

> On a également étudié 1’effet anti-inflammatoire des extraits en utilisant la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines et I’activité anti-hémolytique, qui évalue la sta-
blité de la membrane des hématies humaines. Les résultats indiquent que I’Hyd Ort a diffe-

rentes doses a demontré une efficacité supérieure a celle du diclofénac sodique (médicament
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anti-inflammatoire de référence) pour prévenir la dénaturation thermique des protéines sur le
plan de protection. Cependant, I’EE Ort a démontré sa capacité a inhiber I’hémolyse des éry-
throcytes en fonction de la dose, avec une inhibition supérieure a celle du médicament réfé-
rentiel anti-hémolytique (Dicynone).

Enfin, a travers cette étude, notre objectif est de contribuer de maniére modeste a la promotion
des plantes médicinales algériennes. L’extension des tests antioxydants, I’isolement, et la ca-
ractérisation des composés actifs par ’'HPLC/MS, GC/MS, et la RMN seraient donc intéres-
santes pour déterminer les principes actifs responsables des différentes activités biologiques
de ces plantes. Tous ces résultats obtenus in vitro ne constituent qu’un premier pas dans la
recherche de substances naturelles biologiquement actives et il est recommandé d’effectuer
une étude in vivo afin d’obtenir une vision plus précise et approfondie des activités recher-

chées.
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Annexe

Annexe

Phosphate baffer saline (PBS) est une solution isotonique et non toxique utilisée couramment
en biochimie Il s’agit d’un soluté physiologique contenant du chlorure de sodium, du phos-
phate disodique, du phosphate dipotassique et de chlorure de potassium. |l est utilisé pour
lavage ou dilution des cellules.

Pour la préparation de PBS a ph égale a 7.2 on a besoin de :
- 13.21¢g/l de la base Na2HPOA4.

- 20.29¢g/1 de I’acide K2H2POA4.

- 809/l de NaCl.

- 29/l de KCI.

Dissoudre les comptants dans 500ml de 1’eau distillé, en agitant jusqu’il
s’homogénéise a I’aide d’un agitateur et conservé a 4°C dans des fioles propre au réfrigéra-
teur, jusqu’au moment de 1’utilisation. Il ne faut pas congeler, surchauffés, conditionner dans
des fioles présentant une fissure ...etc.

Pour faciliter la préparation, il y a des comprimés commerciaux de tampon PBS qui
donne une solution PBS préte a I’emploi aprés leur dissolution dans une certaine quantité¢ de
I’eau.



