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Résumé

La région de Tessala (wilaya de Sidi Bel-Abbéskenée une richesse spécifique du
point de vue biodiversité végétale qui est utiliséele plan ethnobotanique et qui mérite d’étre

exploitée par I'industrie, surtout pharmaceutigtieespour un développement durable.

Marrubium wulgare est une plante médicinale de la famille des Laé®ac
communément connu par le nom Marriouth ou Marrdaed) Elle est tres utilisée en médecine

traditionnel pour des fins thérapeutiques.

L’objectif de cette étude est une étude comparagwée entre deux technique

d’extraction :
Extraction par macération dans I'éthanol 70% a &naipire ambiante.
Ebullition sous reflux & température éléve.

La premiére étape est I'extraction des comgmgdénoliques par macération dans
I'éthanol 70% par I'ébullition sous reflux, qui aomtré dans I'extrait hydro - éthanolique une
richesse en polyphénol totaux 55,13 (ug d’EAG/mg&S)n peu moine dans I'extrait aqueux
50,95 (ug EAG/mgES).

La deuxiéme partie qui consiste a I'étude photodu deMarrubium vulgare, révéle

la présence des flavonoides.

Tandis que la quantification des flavonoides étaditins importante dans I'extrait
agueux qui varie entre 37,43 pug EC/g EC cependinest inférieure a celle trouvé dans
I'extrait éthanolique 43,84ug EC/g ES.

L’activité antioxydant des différents extraits & évaluée par la méthode de piégeage
du radical libre par le DPPH.

Le test de I'activité antioxydant prouve la capaeihtioxydant de notre extrait avec un
ICs0 de DPPH qui varie entre 700(ng/ml) dans I'extagjtieux et 650 ,8 (ug/ml) dans I'extrait

éthanolique.

Mot clés : marrubuim vulgare, extraction, flavonoides, composes phénoliquesyitEc

antioxydant.




Abstract

The region of Tessala (wilaya of Sidi Bel-Abbésgpgants a specific richness from the
point of view of vegetal biodiversity which is used the ethnobotanical level and which
deserves to be exploited by industry, especiakypharmaceutical industry, for a sustainable

development.

Marrubiumwvulgareis a medicinal plant of the Lamiaceae family comigi&known by the name
Marriouth or White Marrubium. It is widely used inaditional medicine for therapeutic

purposes.

The objective of this study is a comparative stbdiween two extraction techniques:
Extraction by maceration in 70% ethanol at roomgerature.
Boiling under reflux at elevated temperature.

The first step is the extraction of the phenotimpounds by maceration in 70% ethanol
by boiling under reflux, which showed in the hydreethanolic extract a richness in total
polyphenol 55.13 (ug of EAG/mgES) and a little monkhe aqueous extract 50.95 (ug of
EAG/mgES).

The second part, which consists of the photochdnsicaly of Marrubium vulgare,

reveals the presence of flavonoids.

While the quantification of flavonoids was less omjant in the agueous extract which
varies between 37.43 ug EC/g EC however it is lalvan that found in the ethanolic extract
43.84ug EC/g ES.

The antioxidant activity of the different extrawetas evaluated by the DPPH free radical

scavenging method.

The antioxidant activity test proves the antioxideapacity of our extract with a DPPH
IC50 which varies between 700 (ug/ml) in the agseeutract and 650.8 (ug/ml) in the

ethanolic extract.

Keywords: Marrubuim vulgare, extraction, flavonoids, phenolic compound, antaxt

activity.
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Introduction




Introduction

Dans la présente étude, nous nous sommes intéeetsésre médicinale de la région
des monts de Tessala (ouest algérien) qui dispose dchesse singuliere et variée. On compte
environ 193 espeéces distribuées sur 49 familldsiétgenres. Cette méme flore recense 103
plantes a caractere médicinal et aromatique eagesstres diversifiés au niveau de la zone et

par les populations riveraing®araka, 2008).

Les plantes médicinales restent le premier résedminouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme une source de matiére peegsgentielle pour la découverte de

nouvelles molécules nécessaires a la mise au geifutturs drogue@Maurice, 1997).

En effet, les plantes possedent des milliers detanbes actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvealpn des techniques chimiques (extraction,
distillation,....), permettre l'isolation du pripei actif pour l'utiliser en pharmacie. Ces remedes
naturels sont bien souvent trés efficaces avecsbgifets secondaires reconnus que beaucoup
de médicaments de synthése, mais peuvent néanmdti@smortels ou toxiques pour

l'organisme lorsqu'ils sont mal utilis@uraffourd et al. 1997).

Notre travail a été divisé en deux parties ; ndumnderons dans le premier une étude
bibliographique qui concerne les composés phéngdig@vec description détaillée de la plante
étudiée. Le deuxieme partie décrit le matériekestrhéthodes utilisées dans ce travail et qui

porte sur :
La préparation des deux extraits bruts de la plante
Le dosage des polyphénols totaux, et des flavosoide

Evaluation du pouvoir piégeur de I'extrait vis—asian radical libre (DPPH).
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Marrubuim vulgare

1 Famille des Lamiacées :

Selon(lsren et al, 2001) Les Labiées ou Lamiacées constituent une impertfamille
de plantes angiospermes dicotylédones, herbacdégénement ligneuses.

La famille des Lamiacées est composée de presgigehres et 6970 especes d’herbes,
d’arbustes et d’arbres, a tige quadrangulaire iaflarescences verticillées. Les feuilles sont
généralement opposeées ou verticillées, simplesgesudrement pennatiséquées ; il n’y a pas de
stipule. Les fleurs sont bisexuées et zygomorghssnflorescences sont en cymes bipares puis
unipares (Par manque de place). Le calice est ggiteséypiquement 5-mere, parfois bilabié et
porte 5 a 15 nervures protubérantes. La corollsyespétale et typiquement bilabiée, avec deux
lobes formant une lévre supérieure et trois lobesént la levre inférieure. L’androcée peut
consister soit en quatre étamines didynames, s@eelement deux étamines soudées au tube
de la corolle ou a la zone périgyne et alternaecdes lobes(Guignard, 2001; Quezel et
Santa, 1963).

La famille renferme de nombreuses espéces éconemigut importantes soit par leurs
huiles essentielles, soit pour leur usage condianentelles appartiennent aux genkésitha
(la Menthe) Lavandula (la Lavande)Marrubium (le Marrube) Nepeta (L'Herbe aux chats),
Ocimum (le Basilic), Origanum (I'Origan), Rosmarinus (le Romarin),Salvia (la Sauge),
Saturgja (la Sarriette) eThymus (le Thym).(Judd et al, 2002).

2 Présentation botanique :

2.1 Présentation botanique du genre Marrubuim :

Le genre Marrubium un Arbuste a tiges et face iatée des feuilles blanches
tomenteuses. Les inflorescences sont en gloméwdewillés. Les bractées sont linéaires
aigues. Les fleurs sont blanches, munis d’'un calid@® dents, dont les 5 commissurales plus
courtes, toutes terminées en pointe épineuse. Eéridl il existe 7 especes du genre
Marrubium :Marrubium vulgare, M. spinum, M. peregrinum, M. alysson, M. alyssoides, M.
willkommu et M. deserti (Quezel et Santa, 1963).




Marrubuim vulgare

2.2 Présentation botanique de I'espec®larrubuim vulgare:

Le marrube blanc est une plante herbacée vivaceapbatteindre 80 cm de hauteur, a
tige quadrangulaire cotonneuse. Les feuilles p&mlovales ou arrondies, a limbe crénelé sur
les bords sont blanchatres et duveteux sur laifdégeure. Les fleurs petites, blanches, avec
un calice a dents crochues sont groupées en Vlegiglobuleux a I'aisselle des feuilles. Le
fruit est un tétra-akéne. Toute la plante dégage adeur forte, sa saveur est acre et amere
(Aouadhi, 2010).

Figure 1: Description botanique ddarrubiumvulgare (Bardet et al, 2008).
3 Position systémique :

Marrubuimwvulgare et connu en Algérie par le nom Marriou{Quezel et Santa, 1963)
Au Maroc c’est Merriw{Novak et al, 1966)un autre en Tunis MarroubjBellakhdar, 1997)
en francgais : Marrube blanc et en Anglais : Harelgo&n Italien : Marrubbi@Quezel et Santa,
1962, 1963)




Marrubuim vulgare

La position systématique de I'espédarrubiumvulgare (Judd et al, 2002)

Régne : Végétale.

Classe : Eudicotylédones.
Embranchement : Angiosperme.
Sous-classe : Gamopétale.
Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiaceées.
Genre : Marrubium.
Espéce : Marrubium vulgare L.

4 Reépartition géographique :

Cette plante est commune dans toute I'Algérie esgue dans toute 'Europe en dehors
de I'extréme Nord, Australie et New Zéland@aba aissa, 1999)

Elle se trouve aussi au Maroc et en Tunisie, strtou région mediterranéenne
(Bonnier, 1990)

5 Composition chimique :

On y trouve des diterpénes amers de la série dasdiabdanes et surtout des composeés
de lactones : marrubiine principalement et sonyssur préfuranique, la prémarrubiine, mais
aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénoldet marrubiol. Il y a également des
Hétérosides flavoniques du quercétol, de la luiméobu de l'apigénine, mais aussi des
lactoylflavones, et quelques dérivés de I'acideligse. En outre il y a des tanins spécifiques
des Lamiacées et dérivés de I'acide hydroxycinnamiguste a 7%) (Acide cholorogénique,
caféique, caféylquinique, mais absence d’acide aoisngue). Toutefois la présence d'une
faible quantité d’huiles essentielles comportaffedents composés monotérpéniques (mois de

1% : a-pinéne, camphene, lomoneéng€yVichtl et Anton, 2003).
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6 Utilisation traditionnelle :

Le marrube blanc est utilisé dans le traitement défcultés respiratoires, des
bronchites, des bronchectasies, des bronchitesnastormes des toux séches et de la
coqueluche. Elle fluidifie les mucosités. La déamttest employée comme antidiabétique
(Bellakhdar, 1997)

Ainsi, tres utilisé en médecine traditionnelle coenexpectorant, antispasmodique,
antidiabétique, diurétique et en cas d’infectioespiratoires. Il est aussi employé pour

combattre la cellulite et 'obési®ellile, 2007)

Elle est utilisée aussi pour le traitement de dysies et la perte d’appéfiDjahra et
al, 2013)

La plante duMarrubium wulgare a été utilisée contre les problemes cardiaques,
hépatiques et digestifs et comme substitut deil@rgipour traiter la malaria, est aujourd’hui
surtout employeé pour les troubles respiratoiresvénd des bonbons a base de Marrube contre
la toux. Les parties aériennes fournissent de<ipes actifs et une huile volatile. On peut les
consommer en infusion chaude ou froide ou sous dode sirop. A proscrire pendant la
grossesséDib et al, 2016).

En Algérie, le marrube blanc est utilisé en médetiaditionnelle contre la diarrhée, le

diabete, le rhumatisme, le rhume et les doulewginatoiregBelhattab et Larous, 2006).

7 Toxicité :

C’est une plante amere a caractere salin et nedmaut pas étre toléré s’il y a une
gastroentérite ou des situations de nausées oardissements ou encore en cas de dyspepsie
(Aouadhi, 2010)
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Les composés phénoliques

1 Les composes phénoliques :

1.1 Définition :

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont déicoles spécifiques du régne végétal.

Cette appellation générique désigne un vaste ersemebsubstances aux structures variées

gu'il est difficile de définir simplemer{Bruneton, 1993). Les composés phénoliques peuvent

étre regroupés en de nombreuses classes qui madtidans leableau 1,qui se différencient

d'abord par la complexité du squelette de basear(alt’'un simple C6 a des formes trés

polymérisées). Ensuite par le degré de modificatience squelette (degré d’oxydation,

d’hydroxylation et de méthylation, etc.), et enbiar les liaisons possibles de ces molécules de

base avec d’autres molécules (glucides, lipidetépres, etc.) (Macheix et al, 2005).

lls appartiennent a leur métabolisme secondairpagticipent a leur défense contre les

agressions environnementales. Ce sont des phytmmitciments et généralement des pigments

responsables des teintes automnales des feuilldesetouleurs des fleurs et fruits (jaune,

orange, rouge)Edeas, 2007)

Tableau 1:Les principales classes des composés phénol{Quesier et al, 2006).

Squelette carbong¢ Classe Exemple Origine (exemple)

C6 Phénols simples Catéchol

C6-C1 Acides P-hydroxybenzoique Epices,fraise
hydroxybenzoiques

C6-C3 Acides Acides caféique, Pommes de terre,pomme citrus
hydroxycinnamiques férulique

C6-C4 coumarines scopolétine,esculétine | Noix

C6-C2-C6 Naphtoquinones Vigne

C6-C3-C6 Stilbénes Juglone
Flavonoides Resvératrol Fruit,légumes,fleurs
-flavonols Fleurs fruits rouges
-anthocyanes Kaempférol,quercétine | Pomme,raisin
-flavanols Cyanidine,pélargonidine | Citrus
-flavanones Catéchine,épicatéchine | Soja,pois

(C6-C3)2 Isoflavonoides Narigénines Pin

(C6-C3)n Lignanes Daidzéines Bois,noyau des fruits
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(C15)n

Ligniaes Pinorésinol Raisin rouge,kaki

Tannins

1.2 Classification des polyphénols :

1.2.1 Les flavonoides :
Le terme flavonoide désigne une trés large gamnuoeigposes naturels appartenant a
la famille des polyphénol§Seyoume et al, 2006)Se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet plus de 6400 structures ontétgifiées)(Harborne et Williams, 2000).

lIs sont considérés comme des pigments quasinmewersels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs, dessfatiparfois des feuilles. A I'état naturel les
flavonoides se trouvent le plus souvent sous fod'hétérosidegGhesterm et al, 2001,
Bruneton , 1999).

Les flavonoides sont des composés qui ont en conferstructure du diphénylpropane
(C6-C3-C6) ; les trois carbones servant de jonatimine les deux noyaux benzénigues notés A
et B forment généralement un hétérocycle oxygénéD€ Rijke, 2006). Les différentes

structures des flavonoides sont mentionnées darableau 2(Bruneton, 1999.

Tableau 2 : Les différentes structures des flavonoitsineton, 1999).

Classe Structures chimiques R3 R&4 R%  exemples
Flavones H OH H Apigénine
Ra OH | OH H Lutéoline

Ré OH | OCH4 | H Diasmétine

B
OH
Flavonols ne H OH H kaempférol
R4
& @ OH | OH H Quercétine
.
©‘| s |OH [ OH OH | Myrecétine
’6 OH
OH
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Flavanols RE OH | OH H Catéchine

Flavanones H OH H Naringénine

OH | OH H Eriodictyol

anthocyanidines H OH H Pelargoniding
OH | OH H Cyanidine

OH | OH OH | Delphénidine

\°44

R5 R7 R4’
OH OH OH Genisteine
H O-Glu | OH Daidzeine

Isoflavones

1.2.2 Lestanins:

Les tanins Sont des composés polyphynoliques, dgantapacité de précipiter les
protéines. lls sont présents essentiellement @asnsdorces. lls forment, aprés coagulation, des
composes tres stables et les protéines. Ils omtgdtai principal, pour les plantes, de les rendre
peu digestiblegParis et Hurabielle, 1981),Utilisés depuis I'Antiquité par 'homme pour le
traitement des peaux d’animaux, les tanins ont imprtance économique et écologique
considérable et sont responsables de I'astringdaagombreux fruits et Iégumes et de leurs
produits dérivés. Il est classique de distinguexdgands groupes de tanins, différents a la fois
par leur réactivité chimique et leur compositites:tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Sarni-Manchado et al, 2006).
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a- les Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesterslutgdgs et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannassesesret en acide phénol, selon la nature de

celui-ci on distingue : les tanins galliques, stt@nins ellagique@daris et Hurabielle, 1981).
Tanins galliques (Gallo tanins) : lls donnent pgarolyse des oses et de 'acide gallique
(Paris et Hurabielle 1981).

Tanins ellagiques (Ellagitanins) : lls sont scingasles enzymes en oses et en acide

ellagique(Paris et Hurabielle, 1981).

2

HO o
H
o

oH =]

COOH

(A) (B)

Figure 02 : Structure chimique des acides gallique (A) etgidjae (B)(Cowan, 1999)

b- les Tanins condenseés :

Les tanins condensés ou tanins catéchigues sonsulegances qui ne sont pas
hydrolysées par les acides, ni par la tannaseatidgs forts a chaud ou les agents d’oxydation
les convertissent en substances rouges ou brursedubles dans la plupart des solvants. Par
distillation seéche, ils fournissent du pyrocatéch@es tanins dérivent des catéchols par
condensation de molécules et ils sont d'ailleutgoiars accompagnés de catéchols dans les
plantes fraiche@Paris et Moyse, 1976).

1.2.3 Les coumarines :
Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6affartiennent au groupe des

composeés connus par des benzayrone(O’Kennedy et Thomes, 1997).

Elles existent sous forme libre solubles dansllesoés et dans les solvants organiques
ou les solvants chlorés alors que les formes h&tis sont plus ou moins solubles dans I'eau.
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Elles sont considérées comme des phytoalexindsseamlsont des molécules de faibles masses
moléculaires prevenant de voies métaboliques \wadémme celle des phénylpropanoides ou
des sesquiterpenes. Les phytoalexines sont sysghkétaux niveaux des sites d’'infections et
ont une activité antimicrobienne démontrée in illoffmann.L, 2003).

1.2.4 Les anthocyanes :

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuankes; Wolet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glfées Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorbeuradre visible, ce sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, roserange. Leur présence dans les plantes est
donc détectable a I'ceil nu. A l'origine de la caulées fleurs, des fruits et des bais rouges ou
bleues, elles sont généralement localisées danadewles des cellules épidermiques, qui sont
de véritables poches remplis d'eau. On trouve ggaleles anthocynes dans les racines, tiges,
feuilles et graines. En automne, les couleurs taéniatiques des feuilles des arbres sont dus aux

anthocyanes et aux caroténes qui ne sont plus spqu la chlorophyllBessas et al, 2007).

1.2.5 LesQuinones:

Les quinones Ce sont des composés oxygénes quspondent a 'oxydation de
dérivés aromatiques avec deux substitutions calesigtlles sont caractérisés par un motif
1,4-dicéto cylohexa2, 5-diénique (para-quinones)ésentuellement, par un motif 1,2-dicéto

cyclohexa-3,5- diénique (ortho-quinong®runeton, 1993).

1.2.6 Les anthoquinones :

Ce sont les principaux constituants de plantes cenenSéné {assia senna) et
larhubarbe de ChineRfieum palmatum), qui, toutes deux, agissent sur la constipatitiies
ontun effet irritant et laxatif sur le gros intestiprovoquent des contractions des
paroisintestinales et stimulent les évacuationsrenwdix heures aprés la prise. Elles rendent

lesselles plus liquides, facilitant ainsi le tramsiestinal (Iserin, 2001 ; Bruneton, 1999).

1.2.7 Leslignines :

Les lignines constituent une classe importaatmdtabolites secondaire dans le regne
végetal. La distribution botanique est large : jgluss centaines des composeés ont été isolés
dans environ soixante-dix familles, lls ont étéaléert dans toutes les parties des plantes : les

racines, les feuilles, les fruits est les graifMsloun, 2011).
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1.2.8 Les stilbenes:

Les Stilbenes Les membres de cette famille posséstiucture C6-C2-C6 comme les
flavonoides, ce sont des phytoalexines, compogéhijis par les plantes en réponse a l'attaque
par les microbes pathogénes fongiques, bactériendrarix. Les sources principales des

stilbénes sont les raisins, les vins, le sojasatachideg¢Crozier et al, 2006).

1.2.9 Les acides phénoliques :
a- Acide phénols dérivés de I'acide benzoique :

Les acides phénols en C6-C1, dérivés Hydroxyléd'atede benzoique, sont tres
communs, aussi bien sous forme libre que Combiré&tad d’ester ou d’hétéroside. L'acide
galliqgue et son dimére (I'acide hexahydroxydiphémeigsont les éléments constitutifs des
tannins hydrolysables. D’autres Aldéhydes corredpats a ces acides, comme la vanilline, est

tres utilisé dans le secteur pharmaceuti@raneton, 1993).
b- Acide phénols dérivés de I'acide cinnamique :

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acjdesumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large ; legesu(acides o-coumarique, o-férulique) sont
peu fréquent§Bruneton, 1993).

c- Phénols simples :

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... tsplutét rares dans la nature a
I'exception de I'hydroquinone qui existe dans phuss familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les
deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deuxpge®H et le pyrogallol avec trois, ont été
montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorgams(@owan, 1999).

1.3 Propriétés thérapeutiques et utilisation de la plate :

Les plantes ont une capacité intrinséque a systraties métabolites secondaires dont
certains sont des composés aromatiques de typeslph€es composeés jouent un réle de
protection des plantes contre les invasions mieruies, et présentent d’autres mécanismes
d’action de lutte contre les champignons, bactétegirus. Ces propriétés antifongiques et
antivirales trouvent de nombreuses applicationsmédecine humaingXia et al, 2011).

Les recherches récentes sur les composés phérméqugenérale et les flavonoides en

particulier sont trés poussées en raison de lenessdpropriétés physiologigues comme les
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activités  antiallergique, anti-artherogenique, -amftammatoire, hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, artmogénique, anti-thrombotique,

cardioprotective et vasodilatoi(®liddleton et al, 20000; Ksouri et al, 2007).

Les polyphénols agiraient aussi en inhibant I'agtiég plaquettaire impliquée dans le
phénomene de thrombose qui peut conduire a I'occiuges artéres et des nombreux travaux
suggéerent que les polyphénols participent a lagméon des maladies cardio-vasculaires
(Manach, et al, 2005)

Les polyphénols sont également utilisés dans limgusgro-alimentaire comme additif,
colorant, ardbme ou agent de conservaf®mneton, 1999).Ces activités sont résumées dans

le tableau suivant :

Tableau 3 : Activités biologiques de quelques composés phgue$(Bruneton 1999,
Hennebelle, 2006).

Composés Phénoliques Activité biologique
Ac. Phénols Ac. Cafeique Antibactérienne
Ac Salicylique Antifongique, antioxydante
Tanins Tanin gallique Effet stabilisant sur le
Proanthocyanidine collagene, antioxydant,

anti-diarrheique, effet
antiseptique, effet

vasoconstricteur

Flavonoides Lutéoléine Antitumorale,
L L. anticarcinogene,
Catéchine 9
L. anti -inflammatoire,
Hespéridine
. antioxydante, antiallergique,
Quercetine y g9
o, antiulcéreuse, antivirale,
Naringénine
antimicrobienne,
hypotenseur
diurétique.
Coumarines Dicoumarol Anticoagulant, antioxydant,

protectrice vasculaire et

antioedémateuse
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2 Le stress oxydant :
2.1 Définition :

Le stress oxydant provient d‘'un déséquilibré'lieméostasie redox. Il se traduit par la
formation excessive ou la suppression insuffisdeteradicaux libres (RL) résultant, soit d‘un
mangue de capacité antioxydant, soit d‘une suradrweldes RL. Ce déséquilibre entrainedes
dommages oxydatifs des différents composants eéls, protéines, lipides et acides
nucléiques, provoquant la mort cellulaire via I‘ppase ou la nécros@Belaich et al. 2015).

OXIDATIVE STRESS

Figure 2 : Déséquilibre de la balance entre antioxydantsaebgydantgChoi et al.
2011).

2.2 L’origine du stress oxydatif :

Le stress oxydant peut avoir diverses originesguel des facteurs environnementaux
comme : l‘exposition prolongée au soleil, la lummidgV, le tabagisme, la consommation
excessive d'alcool et de médicaments, le contat des agents cancérigenes, la pollution, ou
méme des facteurs endogenes comme la chaine depdrandes électrons dans les
mitochondries, les phénomenes inflammatoires cht@s ou aigus et la mauvaise alimentation
(Thanan et al. 2014).

2.3 Les maladies liées au stress oxydatif :

La plupart des maladies induites par le stress axydpparaissent avec I'age, car le

vieillissement diminue les défenses antioxydaneugmente la production mitochondriale de
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radicaux. En faisant apparaitre des molécules @igles anormales et en sur-exprimant
certains genes, le stress oxydant sera la prircgzalse initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syrglrden détresse respiratoire aigu, cedeme
pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress aryast aussi un des facteurs potentialisant
'apparition de maladies plurifactorielles tellesegle diabéte, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculdfasier, 2003).

3 Les radicaux libres :

3.1 Définition :

Un radical libre est une espéce chimique, moléaularceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendantidré») en contenant un ou plusieurs
électrons célibataires (€électron non apparié s@& anbitale). Cela lui confere une grande
réactivité¢ donc une demi-vie tres courte. En eftetradical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron powed# plus stable il va donc se réduire en
oxydant un autre compogBoubekri C, 2014).

3.2 Différents types des radicaux libres :

Un radical libre est une espece caractérisée maingtabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’'un élestnon apparié sur la couche électronique la
plus externe. Parmi toutes les especes réactivggoges (ERO), on distingue un ensemble
restreint de ces composés qui jouent un réle pdigicen physiologie et que nous appelons les
radicaux primaires a savoir : I'anion superoxyde (©), le radical hydroxyle¢( OH), le
monoxyde d'azote (NO), le radical peroxyle (ROO) et le radical alkoxyle (RO). Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires telles tpxygene singulet 1 O2, le peroxyde
d’hydrogéne (H202) et le nitroperoxyde (ONOOH) faanent par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de laledlavier, 2003)
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4 Les antioxydants :

4.1 Définitions :

Un antioxydant est défini comme une substanceajuuitée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a l'air, est capable dentaleu d’inhiber le phénomene d’oxydation.
Cette définition peut étre élargie et le termeitattdant” englobe ainsi toutes les substances
qui protegent les systemes biologiques contreffetsadéléteres potentiels des processus ou

réactions qui engendrent une oxydation excegSiiemizu H. 2004).

4.2 Les différents d’antioxydants :

4.2.1 Les antioxydants enzymatiques :

L'un des systémes de défense antioxydants enzymeatést constitué de trois enzymes :
le superoxyde dismutase SOD, la glutathion perosgdaSH-Px et la catalase. Ces enzymes
ont une action complémentaire sur la cascade Hadtieaau niveau du superoxyde et du
peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a tenftion d’eau et d’'oxygéne moléculaire
(Lehucher-Michel et al.2001).

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxyslaieme les peroxyredoxines,
I'hneme oxygénase, le glutathion transférase, leséthoxines réductases ou les thiorédoxines
peroxydases. La plupart de ces enzymes, de méntexpeiezymes de réparation des dommages
oxydants, vont utiliser un donneur d’équivalentugéur, le NADPH, qui constitue avec le
glutathion les plaques tournantes de la défensexgatnte(Favier, 2003).

4.2.2 Les antioxydants non enzymatiques :
Ce sont des antioxydants apporté par I'alimentateosont des molécules de petite taille
tell que (glutathion, acide urique, bilirubine, ghse, vitamines A, C, E, ubiquinone,

caroténoides, flavonoide@)alliwell et al. 1999).

4.2.2.1 L’acide ascorbique :

La vitamine Cou acide ascorbique est une vitamyaedsoluble. L'ascorbate est un tres
bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqgéabit non seulement avec les radicaux
hydroxyles - OH, mais aussi avec les radicaux supdes O2-- . En outre, I'ascorbate capte les
radicaux peroxyles RO2-..En réagissant avec cesstixyradicaux, I'ascorbate est oxydé en
radical ascorbyle (Asc--) qui est relativement tmeris-a-vis des matériaux biologiques.
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L’ascorbate posséde une propriété importante quiaegeparation possible de deux autres
antioxydants, le glutathion etidtocophérol a partir de leurs formes radicalaillesst recyclé,

tout au moins en partie, par dismutation du radisabrbylgGardeés-Albert et al. 2003).

4.2.2.2 Le —a tocophérol :

La vitamine E ow-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, edacalise entre les
chaines d'acides gras des phospholipides qui twersties membranes et les lipoprotéines. Le
réle essentiel de la vitamine E est de capteral@disaux peroxyles lipidiques RQ@ui propagent
les chaines de peroxydation. La partie active cedi@cule étant la fonction phénol réductrice.
Celle-ci perd facilement un atome d’'hydrogéne étesesforme en radicattocophéryle, tandis
que le radical peroxyle est réduit en une molédifigdroperoxyde. De plusgitocophérol
capte les radicaux superoxydes (sous leur formmmpée HQ), les radicaux hydroxyles - OH,

ainsi que l'oxygene singulet2O

Bien que la concentrationagtocophérol soit relativement faible in vivo, lecyelage
de ce dernier par des systémes réducteurs dohidenpportant est l'ascorbate, lui permet de

jouer son role d'antioxydant a plusieurs repr{§&erdes-Albert et al.2003).

4.2.2.3 Les oligo-éléments :
lIs interviennent comme co-facteurs d’enzymes ipelisables dans la lutte contre les

radicaux libres. Parmi eux on cite : le zinc, [Es&im et le manganegBastre, 2005).

4.2.2.4 Les caroténoides :

Les caroténoides sont des pigments fabriquégpaglgétaux. Ce sont eux qui donnent
aux fruits et légumes des couleurs orange, rougauee. Les plus importants sont le béta-
carotene, l‘alpha-caroténe et le lycopene. La ptupas caroténoides ont une propriété
antioxydante. Leur structure polyéne leur permetbsgorber la lumiere et de neutraliser

I'oxygéne singule{Causse, 2008).

4.2.2.5 Le glutathion :

Le glutathion (GSH) est un tripeptide composé dstéige, glutamine et glycine,
localisé au niveau du cytosol et des mitochondi@sst le cofacteur de plusieurs enzymes
antioxydantes, il joue un réle important, dans tatgction des tissus et la réparation des

protéines oxydée@hang et Forman, 2012 ; Carocho et Ferreira, 2013)
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4.2.3 Les antioxydants synthétiques :

Il s'agit du butylhydroxytoluéene (BHT), du butylhhpxyanisole (BHA) et des esters de
I'acide gallique : gallate de propyle, gallate gtestet de dodécyle. Le BHT est un antioxydant
de rupture de chaine, trés efficace et peu coltauBHA est un mélange de deux isomeres de
position dont l'efficacité est un peu inférieurealle du BHT.Il existe d’autres antioxydants
synthétiques peu utilisés tels que la TBHQ (teriglhydroquinone) utilisée pour la
conservation des huiles brutes, l'acide nordihygatayétigue (NDGA), ce dernier est utilisé
dans les produits a usage topique et le 4-hydro#tyyh&,6-ditertiobutylphénol ou lonox 100,

dont les propriétés antioxydantes sont voisinesetles du BHT(Johnson, 1988).

5 Meécanisme d’action des antioxydants :

Les mécanismes d’action des antioxydants sontgliviezluant le captage de I'oxygéne
singulet, la désactivation des radicaux par réactaddition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la complexation d’ionsleetmétaux de transition .Cet intérét a
plusieurs origines ; en tant que constituants albaiees, ces antioxydants d’origine naturelle
semblent contribuer de maniére significative arvention des maladies telles que le cancer

ou encore des maladies cardio-vasculgifesadou, 2005).

6 Polyphénols comme antioxydants :

Les composés phénoliques sont capables d'agir catesantioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un gdaaiu un atome d'hydrogene. Leurs structures
leurs conferent une activité antioxydant aussi irtggde. Les groupes hydroxyle des
polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’lygehes ; ils peuvent réagir avec les especes
réactives de I'oxygéne et les espéces réactifadeaté, enfin de réaction, le cycle de génération
de nouveaux radicaux est interrompu. Suite a factéon avec les espéeces réactives initiales,
la forme radicalaire de I'antioxydant est prodaitec une plus grande stabilité chimique que le
radical initial. L'interaction des groupes hydraxyle composés phénoliques avec les électrons
7 du noyau benzénique donne aux molécules des ptépmparticulieres, le plus notamment la
capacité a générer des radicaux libres, ou leabest stabilisé par la délocalisation. Le pouvoir
antioxydant des composés phénoliques est égalemtteibiié a leur capacité a chélater les
métaux ioniques impliqués dans la production deceack libres. Cependant, les composés
phénoligues peuvent agir comme des pro-oxyddg840, 2010).
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7 1-Présentation de station d’étude Tessala :

La zone montagneuse de Tessala est limitée a lt(paeses monts de Berkeche et au
sud par la plaine de Sidi Be Abbés, la chaine ngmatiase de Tessala est orientée du SW-NE.
Elle est caractérisée par des sommets qui attdiglesraltitudes moyennes de 600 metres. Le
djebel Tessala culmine a 1061m. Le paysage y dessi@ morphologie accidentée avec des
pentes fortes accentuées par un ravinement treuéneen effet, ces versants sont disséqués
par un nombre important d’oueds et affluents cangportent des matériaux fins et
caillouteux pour les déposer en aval au niveaa giéaline de Sidi Bel Abbés.

| L 3 i 3
2,
- ¥ _"I
Sidi Hamadouche -

Figure 3 : Carte de position géographique des monts de Bg&sathir Bouiadjra, 2011)

La région de Tessala s’éloigne du chef-lieu deilaya de Sidi Bel Abbes d’environ
10 Km et est traversée par I'axe routier RN°95ardliSidi Bel Abbés- Ain T’émouchent. Elle

s’inscrit entre les coordonnées géographiques stésa

X1=35°17'20.34", Y1= 0°51'54.67"
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X2=35°20'31.04", Y2= 0°42'54.96"

Elle est délimitée :
Au Nord, par les communes de Sidi Boumediene ed(&ebbah (wilay d’AinT’émouchent).
A I'QOuest par la commune de Shala.
A I'Est, par la commune d’Ain Trid ;

Au Sud, par la commune de Sidi Lahcen
8 2- Matériel végetal :

Les échantillons utilisés dans cette étude sonteledies deMarrubium vulgare ces
dernieres ont été récoltées le 12 juillet 2019%deégion de tessala (Wilaya de sidi bel abbés).
Le séchage est réalisé a I'abri de la lumiere ét alee température ambiante. Ensuit le matériel
végetal est réduit en poudre fine, puis consernd das bocaux hermétique et conservée a sec
a I'abri de 'humidité.la poudre végétale de lanaMarrubuim vulgare a subie différentes
réactions chimiques, afin de confirmer la préseogel’absence de certain métabolismes

secondaire.

9 Extraction :
Pour une étude comparative nous avons réalisétéebriques d’extraction

9.1 Extraction obtenu par macération dans I'éthanol :

L’extraction hydro-éthanolique est préparée pamdétange de 5 g de poudre végétale
avec 50 ml d’éthanol 70% puis agitation pendantnuie ensuite le premier filtrat obtenu est
stocké dans le réfrigérateur a 4°c puis, on ajé0tenl d’éthanol 70% sur le résidu obtenu
ensuite agiter pendant une nuit, le lendemain liéene filtrat obtenu est mélangé avec le
premier filtrat. Par la suit le filtrat total estaporé a sec sous pression 40°c dans Rota-vapeur,

le résidu sec obtenu est conservé dans un flagu@ gu réfrigérateur jusqu’a l'utilisation.
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9.2 Extraction obtenu par ébullition sous reflux :

5 g gramme de poudre végétale sont mis dans uonbalfon rond puis 100 ml d’eau
distillée est versé sur la poudre, une simple agitaest appliquée afin d’homogénéiser la

solution. L’extraction est réalisée a une tempéeatie 100°c pendant 30 mn.

L’extrait est récupérée par filtration aprés refisgg&ment, le filtrat évaporé a sec soumis

a une évaporation d’eau distillée sous pressioh @ 4lans un Rota-vapeur.

10 Dosage des composee phénoliques :

10.1 Dosage des polyphénols totaux :

Le contenu en polyphénols totaux des extrais aqatbydro-éthanolique a été estime
par la méthode de Folin-Ciocalteu paret al (2007),cette réaction est basée sur la réduction
de lI'acide phosphomolypdiquedu réaction Folin-Citezapar les polyphénole en milieu alcalin
(Catalano et al, 1999).

Le meélange d'acide phosphotugestique s3RW1:040) et phosphomolibdique
(H3PM12040) qui est un acide de couleur jaune est réduitgdebleu de tungsténe €0)-3)
et de molybdéne (M&D.3)) qui absorbe fortement a une longueur d’ondeéatdre 760 nm .

A 100pl d’extrait éthanolique est ajoutée 1.8ml du réatei Folin-Ciocalteu (dilué 10
fois). Aprés agitation vigoureuse au vortex, leanée est maintenu au repos pendant 3 min,
puis on lui additionne 1.2 ml d’'une solution de48i@: (7,5 %). le mélange est laissé au repos
pendant 90 min a une température ambiante et adiohé. La lecture de I'absorbance est

effectuée a une longueur d’onde de 760 nm.

Une gamme étalon est préparée avec de I'acidejgalé des concentrations allant de 0

a 100 pg/mlfigure 4).
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols

Les teneurs en polyphénols totaux sont expriméaeaged’acide gallique par gramme

de matiére séche (LgAG.MES)

10.2 Dosage des flavonoides :

La méthode du chlorure d’aluminium est utilisée pguantifier les flavonoides dans

les extrais aqueux et hydro-éthanoligBahorun et al, 1996).

5 ml d’eau distillée sont mélangés a 1 ml d’extéitanolique et 0.3 ml de nitrite de

sodium a 5 % ; on laisse reposer le mélange 5Snam@drature ambiante a I'obscurité. Ce

mélange est ensuite additionné a 0.6 ml de chlafataminium a 10 % ; apres un repos de 10

mn a I'obscurité ; 2 ml de NaOH 1M est ajouté. Lédange est soumis a une agitation au vortex,

la densité optique est lue a une longueur d’oijidg 510nm.
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Figure 05 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides
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La concentration des flavonoides a été mesuré g¥fé@ant a un courbe étalon dressée
a partir d’'une série de solutions étalons de catécyant des concentrations de 0 a 100 pg/ml
(figure 5). Les résultats sont exprimés en ug équivalenchaté/ mg d’extrait sec (ug EC/
mgES).

11 Etude de I'activité anti-oxydative par DPPH :

La capacité antioxydante des extraits est déteengaton la méthode d@rand-
Williams et al., 1995).0,1 ml de différentes concentrations (0,01 a 1@mhg/de I'extrait est
ajouté a 3,9 mL de DPPH a (fthol/L). La lecture de I'absorbance est faite a Bavapres 30
mn d’incubation dans I'obscurité. La capacité antdante de nos échantillons a été exprimée
en pourcentage d’inhibition du radical DPPHe sutMa&@guation : % Inhibition = (A blanc — A

échantillon) x100/Ablanc. A = absorbance a 517 nm.

Nous avons établi une régression linéaire entralifférentes concentrations et les

pourcentages d’'inhibition.

A partir de cette régression, nous avons déduivdkeur correspondante die
(concentration inhibitrice de 50 %), qui correspa@nth concentration de I'échantillon testé

nécessaire pour reduire 50% de radical DPPH.
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12 Rendement des extraits d&larrubium vulgare :

Les résultats présentés dandifmre 6 et le tableau 4 montrent que I'extrait obtenu par
décoction donne un rendement plus éleveé (21.95 @esque le double par rapport & I'extrait
hydro-éthanolique qui a donné un rendement de nofrservation a éteé faite p@hedadbaet
al 2014 qui ont trouver que l'extrait aqueux est plus imaot et aussi presque le double que

I'extrait alcoolique avec des rendements de (129&t (10,9 %) respectivement.

Tableau 4: Rendement des extraits Biarrubium vulgare

L’extrait Rendement (%)

Extrait aqueux 21.95
ébullition sous reflux

Extrait hydro-éthanolique 11

25,00%
20,00%
15,00%
11%;

10,00%

5,00%

0,00%
Extrait aqueux Ebullition sous Extrait hydro-éthanolique 70%
reflux

Figure 06 : Histogramme du rendement d'extraction du prinagié du
Marrubium vulgare par deux techniques differentes
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La préparation de l'extrait brut hydrométhanoligde la méme espece a donné un
rendement qui correspond a un pourcentage de Zartdis que I'extrait brut éthanolique a
donné un rendement qui correspond a un pourcedw@ad2%.(HAMEG et TALEB, 2014).

A la lumiére de ces résultats, on peut dire quMderubiumvulgare posséde beaucoup plus
des molécules hydrosolubles. Cela pourrait étra dlpolarité plus élevée de l'eau, a I'effet de
la température d'extraction élevée et également @rdsence d'une plus grande quantité de

constituants solubles dans |'eau.

Le rendement de I'extraction dépend de la natureighe des composés phytochimiques,

la méthode d'extraction utilisée et la taille dadipules d'échantillo(DO et al2014).

13 Teneur en polyphénols totaux :

Les teneurs en composés phénoliques obtenus adgmltxtrait brut hydro-éthanolique et
de I'extrait obtenu par décoction ont été estim@ega une courbe d’étalonnage, réalisée avec
l'acide galligue a différentes concentrations. lrésultats sont exprimés en pg équivalent

d’acide galliqgue par milligramme d’extrait sec (H4G/mg ES).

Tableau 5 : Teneur en polyphénols totaux des extraits brutdateubium vulgare.

Extrait Teneur en polyphénols totaux
(ug 'EAG/mg ES)

Extrait aqueux 50.95

ébullition sous reflux

Extrait hydro-éthanolique 55.13

Pour les deux extraits de la plante étudMar(ubium vulgare), nous avons remarqué
une légéere variabilité des teneurs en polyphéraiuk. Une teneur un peu plus élevée est
constatée dans I'extrait hydro-alcooloque, elledestordre de 55.13 ug EAG/mgES, et pour
I'extrait obtenu par décoction elle est de I'ordee50.95 ng EAG/mgES.
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Figure 07: Histogramme montrant les teneurs en polyphéntdsixodes extraits de
Marrubuim vulgare

14 Teneur en flavonoides :

Extrait hydro-éthanolique 70%

La concentration des flavonoides dans I'extraienbs par hydro-éthanolique et de

I'extrait obtenu par décoction ddarrubium vulgare, est représentée dandHigure 9, et le

tableau 6,cette concentration a été déterminée en utilisam&thode spectrophotométrique

avec du chlorure d’aluminium. Les quantités somiriemées en L g équivalent a la catéchine

par mg d’extrait sec (WgEC/mQES).

Tableau 6: Teneur en flavonoides totaux des extraits kutefglarrubium vulgare.

Extrait

Teneur en flavonoides
(ug EC/mg ES)

Extrait aqueux 37.43
ebullition sous reflux
Extrait hydro-éthanolique 43.84

La teneur en flavonoide varie en fonction de sdlwdifisé, c'est pourquo{Bruneton, 2009)
et (Stankovi¢, 2011)ont signalé que les hétérosidesde flavonoidessatuibles dans
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les solvants polaires comme les mélanges méthaupladors que pour les génines

(partie aglycone des flavonoides) sont solubles tkEsolvants apolaires.

45
40
35
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20
15

10

(2]

Extrait aqueux Extrait hydro-éthanolique 70%
Ebullition sous reflux

Figure 08 : Histogramme montrant les teneurs en flavonoides edtraits de
Marrubium vulgare

La teneur en polyphénols dépend principalementgdespes hydroxyle, de la taille
moléculaire, de la longueur des chaines hydroc&dmnonstituantes, de la polarité du milieu
d'extraction, du rapport du soluté au solvant dadmlubilité des composés phénoliques dans
les solvants d'extractiqibtalikas, 2007).

Les résultats de dosage des composés phénoligiaes the peuvent pas indiquer
exactement les teneurs des extraits en ces compumee que malgré la sensibilité de la
meéthode de Folin Ciocalteu ce réactif peut réagooes avec les acides aminés aromatiques
des protéines (surtout avec le tryptophane), lasidgs réducteurs comme le glucose et le

fructose et la vitamine C.

Le rapport flavonoides /polyphenols darrubium vulgare qui fait 'objet de notre
étude est de l'ordre de 73 % pour I'extrait obtgan décoction et de I'ordre de 79 % pour
I'extrait hydroalcolique. On suppose que les flavioles sont les composés majoritaires de ces
extraits, le reste peut étre des composés nonrtaslimues et qui peuvent réagir avec le Folin

Ciocalteux.
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15 Activité antioxydante :

Les concentrations d’inhibition a 50 % du DPPH s()Cdes deux extraits sont

représentées dafestableau 7et lafigure 10.

Tableau 7 : Activité antioxydante des extraits arrubium vulgare

Extrait IC50 % DPPH (ug/ml)
Extrait aqueux ébullition sous 700
reflux
Extrait hydro-éthanolique 650.8

ICs0 est inversement lié a la capacité antioxydanta damposé, car il exprime la
guantité d'antioxydant requise pour diminuer lacemtration du radical libre de 50%. Plus la
valeur d’lGso est basse, plus l'activité antioxydante d'un compest élevéPokorny et al,
2001) L’extrait hydroethanolique a révéler une activiédtiradicalaires un peu plus
intéressantes avec unst@le 650.8 pg/ml contre 700pg/ml pour I'extrait ohigar ébullition

sous reflux.

800 700
650,8

700 \
__600
£
TH00
S
o400
Osz00

200

100

0
Extrait aqueux Extrait hydro-éthanolique 70%

ébullition sous reflux

Figure 09 : Histogramme montrant le pouvoir anti radicalirer(ce
le DPPH) des extraits bruts tarrubiumvulgare
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Une activité plus importante a été déterminé Bandjelal, (2012) obtenus a partir
d’extrait méthanolique de la partie aérienneMrubium vulgare qui a montré une activité
antioxydante élevée avec une valeur glde I'ordre de 0,49 mg/ml. De méme un fort pouvoir
antiradicalaire a été noté pour I'extrait brut naetblique deMarrubium vulgare qui se traduit
par un IC5@e 0,45 mg/ml(Djahra, 2014).

Une autre étude montre un puissant effet scavagjgné a partir d'un 16 de 0,18
mg/ml de I'extrait brut méthanolique d'une autrep@&se de Marrubium Marrubium

peregrinum) a partir du piegeage du DPPH lors des travauisésapaMilan (2011).

En effet, les composés phénoliques et plus pagiewmhent les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiglteandoxydantes ayant la capacité de piéger
les espéces radicalaires et les formes réactivésxdgene(Javanovic et al., 1994, Djahra,
2014).




Conclusion




Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus, nous avondeope la partie aérienne du Marrube
blanc Marrubiumwvulgare), récoltée dans la région de Tesselle de SidABbBEs, est trés riche
en, polyphénol totaux et en flavonoides, ces méddaont une activité antioxydantes. L'extrait
hydro-ethanolique présente une teneur en compao&dopues et une activité antioxydante
légerement plus importante que I'extrait aqueues flavonoides sont les composés majeurs

des composés phénoliques.

Ces résultats confirment I'importance phytothéraipee de la plante étudiée. D’autres
activités biologiques sont nécessaires pour vaorie Marrubium vulgare des monts de
Tessalal de Sidi Bel Abbés.
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